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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
CŽS Centralni živčni sistem 
ELISA Encimska imunoadsorbcijska metoda (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay) 
KMB Krvno-možganska bariera 
MG Mikroglija (celice) 
MGH Maghemitski nanodelci 
ND Nanodelci  
PAA Poliakrilamidni nanodelci 
P25 Titanijevi nanodelci 
ROS Reaktivne kisikove spojine (ang. Reactive Oxygen Species) 
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Po definiciji so nanodelci (ND) delci, katerih izvor je lahko naraven, naključen ali pa načrten 
in se pojavljajo v nevezanem stanju, kot agregati ali kot aglomerati, kjer je vsaj 50 % delcev v 
vsaj eni zunanji dimenziji od 1 nm–100 nm (Commision Recommendation, 2011). 
ND so del našega vsakdana, lahko naravnega izvora ali kot posledica antropogenega delovanja, 
nenazadnje pa se njihove specifične lastnosti uporabljajo tudi v medicini oz. farmaciji, 
kozmetiki in živilski industriji. Potrebno se je zavedati, da kljub številnim pozitivnim 
lastnostim ND obstaja tudi vrsta nezaželenih učinkov na tkiva in celice, katerih mehanizmi še 
danes niso dobro poznani. ND zaradi svojih majhnih dimenzij lahko vstopajo v telo preko 
različnih poti, bodisi z inhalacijo, vbodom, zaužitjem, v manjši meri preko kože itd. in se nato 
prenašajo po organizmu. Raziskave so pokazale, da ND lahko prečijo tudi krvno-možgansko 
pregrado, kar predstavlja velik problem zaradi kopičenja ND v možganih in njihovih 
citotoksičnih učinkov na celice. (Mushtaq in sod., 2015).  
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Zaradi pogostosti uporabe ND v našem vsakdanu, se pojavlja potreba po informacijah o  
interakcijah ND s celicami in o morebitni citotoksičnosti teh.  
 
1.2 NAMEN DELA  
 
Namen dela je bil vzpostavitev sistemov in vitro za študije neposrednih in posrednih vplivov 
nanodelcev na različne tipe celic. Med neposredne vplive smo smatrali sposobnost preživetja 
celic ob kontaktu z nanodelci, med posredne pa tiste, ki bi lahko sprožali smrt celic zaradi 
izločanja signalnih molekul kot so citokini in sproščanja reaktivnih kisikovih spojin. Spremljali 
smo privzem in delovanje treh različnih tipov nanodelcev. Opazovali smo delovanje na dve 
možganski celični liniji, ki prestavljata enostaven model celične komunikacije v možganih. 
Prvo celično linijo predstavljajo možganski makrofagi (mikroglijske celice), drugo celično 
linijo pa predstavlja nevronska celična linija CAD. V sklopu magistrske naloge smo želeli 
preveriti ali so ND za omenjeni celični liniji v dani koncentraciji strupeni in sposobnost celic, 
da nanodelce internalizirajo. Pri celični liniji mišjih mikroglijskih celic smo opazovali odziv 
celic ob neposrednem kontaktu in določali različne tipe signalnih molekul, za katere smo 
pričakovali, da se bodo  sproščale ob kontaktu z nanodelci. Pri nevronski celični liniji pa smo 
poleg direktnega vpliva na viabilnost celic preverili, ali signalne molekule, katerih izločanje  
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smo pričakovali iz mikroglijskih celic, lahko vplivajo na mišje nevrone neodvisno od 
prisotnosti nanodelcev.  
 
1.3 DELOVNI HIPOTEZI 
 
Mišje mikroglijske celice smo izpostavili trem tipom nanodelcev (maghemitskim, titanijevim 
in poliakrilnim) za 24 ur. Predpostavljali smo, da: 
 Bodo izbrani nanodelci vplivali na izločanje citokinskih molekul in reaktivnih 
kisikovih spojin pri mišjih mikroglijskih celicah. 
 Bodo izločene signalne molekule (reaktivne kisikove spojine in citokini) vplivale na 
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Po izvoru ND delimo na naravne in ND antropogenega izvora. Naravni ND nastajajo pri npr.: 
vulkanskih izbruhih, požarih, udarih strel itd., biološke ND predstavljajo tudi mikroorganizmi, 
npr. virusi. ND, ki so antropogenega izvora, pa se delijo na namenske, ki so sintetizirani zato, 
da se jih uporabi na različnih področjih, npr.: farmacevtsko, kozmetično, živilsko itd., ali pa na 
nenamenske, oz. tiste, ki nastanejo kot posledica antropogenega delovanja: uporaba motorjev 
na fosilna goriva, cigaretni dim. ND pa se nadalje lahko vrsti na podlagi fizikalno kemijskih 
lastnosti teh delcev.  Reaktivnost različnih ND je pogosto pogojena z njihovo velikostjo. Manjši 
ND imajo večje razmerje med površino in volumnom, kar poleg kemijskih lastnosti močno 
pripomore k njihovi reaktivnosti z makromolekulami. ND lahko vplivajo na napačno zvijanje 
proteinov, ali motijo celično signaliziranje. Poleg proteinov ti lahko vplivajo tudi na delovanje 
membrane, kažejo pa se tudi genotoksični učinki zaradi interakcij z DNA (Elsaesser in sod., 
2012). ND v telo najpogosteje prehajajo preko vdihavanja ND z nadaljnjim prenosom po 
sistemu, lahko pa v telo prehajajo tudi preko zaužitja ali preko kožne bariere. Poleg vstopa v 
telo imajo določeni ND tudi sposobnost prehajanja mnogih bioloških barier, kot je krvno-
možganska bariera (KMB) ali placenta, kar vzbuja skrb zaradi kopičenja teh v telesnih nišah 
brez možnosti odstranitve (Sood in sod., 2011; Maher, 2019). 
 
Vstop ND v celico lahko poteka na več načinov, pogosteje preko različnih tipov endocitoze 
(makropinocitoza, fagocitoza itd.), dovolj majhni pa lahko preko fosfolipidnega sloja v celico 
vstopajo pasivno. Znotraj celice lahko motijo njeno normalno delovanje preko indukcije 
reaktivnih kisikovih zvrsti, se vklapljajo v DNA, omogočajo lipidno peroksidacijo itd. (Shang 




Živčni sistem sesalcev v grobem razdelimo na centralni živčni sistem (CŽS) in na periferni 
živčni sistem. CŽS predstavljajo mali in veliki možgani s hrbtenjačo, periferni živčni sistem pa 
možganski živci in živci hrbtenjače. Možgane nadaljnje delimo na velike možgane (Cerebrum), 
male možgane (Cerebellum) in možgansko deblo (Truncus cerebri). Gre za izoliran sistem, 
katerega obdaja krvno možganska bariera, ki je nadpomenka za kompleksen sistem metabolnih, 
fizičnih in transportnih filtrov oz. barier, ki vzdržujejo optimalne pogoje za delovanje 
centralnega živčnega sistema. Krvno-možgansko bariero v veliki večini sestavljata dve glavni  
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komponenti, in sicer horoidni pletež in preplet kapilar v CŽS. Horoidni pletež predstavlja 
bariero med cerebrospinalno tekočino in krvjo, preko posebne plasti ependimalnih celic, ki se 
nahajajo v steni pleteža. Cerebrospinalna tekočina predstavlja del filtrirane plazme, ki se 
aktivno izloča v cerebralne ventrikle preko horoidnega pleteža. Povprečen pretok krvi skozi 
cerebralno cirkulacijo je 0,5 ml/min/g možganskega tkiva, medtem ko je pritok krvi do 
horoidnega pleteža približno 10-krat višji. Horoidni pletež doprinese 75 % vse cerebrospinalne 
tekočine. Endotelijske celice kapilar so povezane s tesnimi stiki, ki preprečujejo prehod 
molekul z visoko molekulsko maso, saj kot celice horoidnega pleteža nimajo por za omogočen 
prehod, kar pa je največja razlika od preostalega dela krvožilja. Za vnos ionov in metabolitov 
imajo celice horoidnega pleteža mikrovile in celične membrane, ki vsebujejo številne encime 
za transport ionov, kot so Na+ in K+, ter tudi večje molekule, npr. glukozo. Poleg celic 
horoidnega pleteža in celic kapilar v možganih najdemo mnogo različnih celičnih tipov. 
Možganske celice po funkciji delimo na dve skupini. Prvo skupino predstavljajo nevroni, drugo 
skupino pa predstavljajo podporne celice ali celice glije. Glialne celice predstavljajo kar 50 % 
populacije možganskih celic. Te nadalje delimo v celice makroglije (astrocite in 
oligodendrocite), ependimske celice in celice mikroglije. Celice mikroglije (MG) uvrščamo 
med fagocite centralnega živčnega sistema. Celice mikroglije vstopijo v možgane med 
embrionalnim razvojem in se bolj ali manj enakomerno razporedijo po možganih (Greenstein 




Nevroni, skupaj z glialnimi celicami, predstavljajo glavne komponente živčnega sistema. Za 
nevralne celice je značilno, da je njihova ekscitacija mogoča z električnimi impulzi, hkrati pa 
so celice same zmožne generiranja akcijskih potencialov, preko katerih poteka del celične 
komunikacije.  
Za omogočanje hitrega prenosa električnih impulzov po celici so aksoni izpostavljeni le na 
določenih delih (tem delom pravimo Rainverjevi zažemki), na ostalih delih pa jih prekrivajo 
posebne celice. Tovrstne podporne celice vsebujejo visoke vsebnosti lipidov in proteinov, ki 
tvorijo mielinske ovojnice, kar omogoča izolacijo pred nekontroliranim prenosom impulza. V 
CŽS to funkcijo prevzemajo oligodendrociti, v perifernem živčnem sistemu pa Schwannove 
celice. Komunikacija med živčnimi celicami poteka preko nevrotransmiterjev, ki so specifični 
za posamezne nevralne celice (Greenstein in Greenstein, 2000). Poleg tovrstne medcelične 
komunikacije pa poznamo tudi druge. V CŽS je predvsem pomembna komunikacija med 
nevralnimi in glialnimi celicami, saj celice mikroglije skrbijo za normalen razvoj CŽS in 
njegovo plastičnost. Komunikacija med celicami poteka s sproščanjem različnih dejavnikov, 
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2.2.2 Celični model z živčnimi celicami 
 
Modeli, ki vključujejo živčne celice, so za raziskovanje nevroinflamatornih stanj v možganih 
nujno potrebni, vendar je gojenje tovrstnih celic zahtevno. Primarne nevralne celice, niso 
sposobne profliferacije, kar pomeni, da je število celic uporabnih za testiranje omejeno. Zato 
se pogosto uporabljajo sekundarne nevralne celice, ki so sposobne delitve. Te pogosto izvirajo 
iz tumorjev pacientov kot je humana celična linija SH-SY5Y(Gordon in sod., 2013). Za 
namene poskusov magistrske naloge se je uporabila mišja celična linija CAD, ki izvor iz 
tumorja najdenega pri miših. Te celice so bile sposobne delitve v normalnih pogojih ob 
dodajanju diferenciacijskega faktorja (retinojska kislina), pa so bile sposobne diferenciacije 
(Qi in sod., 1997). Natančnejši opis celične linije se nahaja v poglavju o uporabljenih 
materialih. 
 
2.2.3 Mikroglia celice 
 
Celice mikroglije predstavljajo večinski del populacije celic imunskega sistema v centralnem 
živčevju in igrajo ključno vlogo pri popravljanju poškodb, razvoju in homeostaze možganov. 
Ob poškodbah predstavljajo prvo linijo obrambe, ob tem spremenijo fenotip in sproščajo širok 
nabor molekul, ki upravljajo vnetje (Machado-Pereira, 2017). V normalnih pogojih gre za okoli 
20 % vseh možganskih glialnih celic, ki so definirane kot majhne celice z razgibanimi izrastki 
in nizko ekspresijo površinskih antigenov. Ob poškodbah CŽS, MG migrirajo na mesta 
poškodb in se ob tem aktivirajo, kar spremeni njihovo morfologijo in proliferacijo, ojača pa se 
tudi prisotnost antigenov. Aktivirane celice MG nosijo tako pozitivne kot negativne učinke. 
Pozitivni učinki aktivacije MG celic so odstranjevanje delcev in fragmentov mielinskih 
ovojnic, omilitev efekta toksičnih komponent in sekrecija in citokinov, za regeneracijo 
okvarjenih nevronov. Ob hiperaktivaciji lahko MG sproščajo velike količine neurotrofinov in 
citokinov, kot na primer: TNF-ɑ, IL-1β, IL-6. Poleg teh pa prihaja tudi do sproščanja prostih 
radikalov (reaktivne kisikove spojine) in dušikov monoksida, ki je bil vpleten v različne 
patogeneze nevrodegenerativnih bolezni, kot so Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen, 
multipla skleroza, demenca itd. (Wang in sod., 2011). 
 
Celice MG torej delujejo kot del prirojenega možganskega imunskega sistema. Za normalno 
delovanje možganskega imunskega odziva je pomembna prepoznava neželenih delcev (naj 
bodo to mikroorganizmi ali drugi tujerodni delci), ter izločanje signalih molekul, ki omogočajo 
celično komunikacijo. Večinoma gre za proteine, imenovane citokini in kemokini, ki jih izloča 
širok nabor celic od mastocitov (mast cells), dendritičnih celic in makrofagov. Izločanje 
signalnih molekul se prične ob prepoznavi tujka v možganih (Abbas in sod., 2017) 
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2.2.4 Celični model z mikroglia celicami 
 
Za študije nevroinflamatornih stanj, se in vitro pogosto uporabljajo mikroglijske celične linije. 
Večinoma se za izolacijo najprej izvede mehanska in encimska obdelava tkiva, nato pa sledi 
centrifugiranje celic v koncentracijskem gradientu, kar omogoča pridobivanje čistih kultur 
celic. Za imortalizacijo celic pa se najpogosteje uporablja virusna transdukcija z različnimi 
onkogeni (v-myc, v-raf, v-mil, SV40 T antigen) (Timmerman in sod., 2018). MG celice, so 
zaradi svoje narave, izredno občutljive na spremembe medija, s čimer je mogoča manipulacija 
njihovega morfološkega stanja iz neaktivnega v aktivno in s tem raziskovanje aktivacije in 
delovanja  v možganih (Guttenplan in Liddelow, 2018). Zaradi visoke odzivnosti celic na 
spremembe v mediju, je potrebna previdnost pri rokovanju, saj lahko npr.: z dodajanjem 
glukoze v medij prihaja do morfoloških sprememb celic v njihovo pro-inflamatorno stanje 
(Fumagalli in sod., 2018).  
 
Prednosti uporabe takih celičnih linij so sposobnost delitve v daljšem časovnem obdobju v 
laboratorijskih pogojih. Slabosti takih linij pa je, da med imortalizacijo celične linije pride do 
sprememb celic, tako da te nimajo več enakih fenotipskih lastnosti, kot izvorne celice 
(Timmerman in sod., 2018).  
 
Slika 1: Kultura mikroglia celic 
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2.3 VNOS NANODELCEV  
 
Do nenamernega vnosa nanodelcev v organizem lahko pride na različne načine.  
ND z vdihavanjem lahko enostavno pridejo v dihala. Glede na velikost delcev ti prehajajo 
globlje v pljuča. Pri tem imunski sistem (makrofagi) odstranjuje ND iz pljuč. Makrofagi z ND 
se preko sluznice pomikajo navzgor po dihalih, dokler ne dosežejo požiralnika (Kreyling in 
sod., 2013, Zeman in sod., 2018 ). Zadrževalni čas je odvisen od velikosti, oblike, naboja in 
drugih fizikalno kemijskih lastnosti. Delci mikrometrskih dimenzij se lahko v pljučih podgan 
zadržujejo do 70 dni, pri ljudeh pa zadrževalni čas lahko traja tudi do 700 dni. V času 
zadrževanja ND lahko izzovejo vnetni odziv v pljučih in pustijo trajne posledice, tudi ko so ti 
odstranjeni (Braakhuis in sod., 2014). Če se delci iz pljuč ne izločijo preko mukociliarnega 
transporta in delovanja makrofagov, ti lahko pridejo na intersticijska mesta, od koder pride do 
premeščanja ND v limfne bezgavke in nato v krvni obtok. Od tam se odstranjujejo preko jeter, 
ledvic in prebavil, vendar lahko prihaja do akumulacije v drugih organih (Braakhuis in sod., 
2014). Pri vnosu ND v prebavila lahko prihaja do translokacije preko tesnih stikov, kar velja 
predvsem za ND velikosti do 5 nm, vendar je odstotek ND, ki se prebijejo preko tesnih stikov 
zelo majhen (Zeman in sod., 2018). Kljub možnosti prenosa ND preko prebavil v organizem 
je ta neprimerljivo manjša kakor z vnosom ND preko inhalacij. Najmanj verjeten vnos ND v 
telo pa je preko dermalne bariere. Vdor ND preko kože je bil v študijah opažen le pri 
poškodovani koži (Zeman in sod., 2018). Pri študiji, kjer so gledali vdor ND TiO2 preko 
dermalne bariere, ob nanašanju sončne kreme ni bil zaznan, saj se ND niso prebili v globlje 
dele kože, najgloblje so prišli po lasnih mešičkih, od koder so se izločali zaradi delovanja žlez 
(Monteiro-Riviere in sod., 2011). Če pa je zaradi vrste tkiva in lokacije izločanje ND oteženo, 
lahko prihaja do kopičenja ND v tkivih. To predstavlja problem, predvsem, ko se ti kopičijo v 
možganih, kjer ni mehanizma za njihovo odstranjevanje.  
 
2.4 PREHOD V CENTRALNI ŽIVČNI SISTEM 
 
KMB je sestavljena iz dveh glavnih mehanskih komponent, in sicer horoidnega pleteža ter 
kapilarnih endotelijskih celic (Greenstein in Greenstein, 2000). Skozi tesne stike KMB lahko 
enostavno prehajajo le majhne molekule (molekulska masa teh se nahaja pod 500 Da), ostale 
molekule pa lahko prehajajo s transportnimi proteini ali pa preko receptorjev. Poleg fizične 
pregrade krvi od možganov pa v nadpomenko KMB spada tudi kaskada encimov, ki mnogokrat 
inaktivirajo makromolekule ob njihovem prehodu skozi tesne stike. Vzporedno z encimi pa se 
kot del nadzora prehoda makromolekul v membranah celic nahajajo tudi proteinske črpalke, ki 
translocirajo molekule na podlagi njihovega koncentracijskega gradienta. Eden 
najpomembnejših proteinov, ki deluje kot črpalka, je P-glikoprotein, na katerega vplivajo tudi 
citokini. IL-6 zmanjšuje njegovo aktivno delovanje, medtem ko IL-1β in TNF-ɑ višata njegovo 
aktivnost, kar lahko povezujemo z odgovorom imunskega sistema na vnetna stanja v CŽS  
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(Mikitsh in Chacko, 2014). Kljub vsem mehanizmom KMB, ki kontrolirajo prehod različnih 
molekul, pa je teoretičen prenos ND mogoč na več načinov: 1. prehod delcev z nizko 
molekulsko maso je mogoč z medcelično difuzijo, 2. paracelularna difuzija, nekateri ND, npr.: 
silicijevi, lahko odpirajo medcelične prostore, preko katerih prehajajo v CŽS 3. z receptorji 
posredovana transcitoza, kjer pride do premika nanodelca z ligandi (npr.: transferin, insulin), 
4. z adsorpcijo posredovana transcitoza in 5. celično posredovana transcitoza, kjer prihaja do 
prenosa ND iz krvnega obtoka preko makrofagov (Ge in sod., 2019). 
 
Slika 2: Shematski prikaz prehoda ND preko krvno-možganske bariere (Ge in sod., 2019) 
 
2.5 PREHOD ND V CŽS PREKO OLFAKTORNEGA BULBUSA 
 
Poleg prehoda preko KMB obstaja možnost prenosa nanodelcev preko olfaktornih živcev do 
olfaktornega bulbusa, kar je mogoče zaradi zgradbe olfaktorne nevralne poti. Olfaktorna pot je 
v celoti nevralnega izvora, kjer so tudi receptorji modificirani nevroni, ki sprejemajo olfaktorne 
informacije in jih prevajajo do CŽS preko ofaktornega bulbusa v olfaktorni korteks. Olfaktorni 
bulbus je del sprednjih možganov in je preko nevralnih vlaken povezan s hipokampusom, kar 
je ključnega pomena za pomnjenje in učenje (Greenstein in Greenstein, 2000). Zaradi direktne 
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KMB. Prehod ND preko živčne poti lahko poteka na dva načina: prvi je transcelularni 
transport, imenovan tudi aksonski transport, pri katerem pride do privzema ND z endocitozo 
in izstop ND z eksocitozo vzdolž olfaktornih nevronov. Drugi način pa je parakrini transport, 
pri katerem se ND iz epitela olfaktornih živcev prebijejo preko tesnih stikov med olfaktornimi 
nevroni in potujejo do možganov v prostoru med nevroni. Pri parakrinem načinu transporta do 
translokacije ND lahko pride v nekaj minutah, medtem ko pri transcelularnem transportu ND 
potujejo dlje (od nekaj ur do nekaj tednov) (Lin in sod., 2020). Na sposobnost vstopa ND v 
možgane preko olfaktornega bulbusa nakazuje več študij za več različnih tipov ND. Pri 
izpostavitvi podgan hlapom ZnO ND, so lahko z različnim metodami (MTT, TEM) detektirali 
povišane vednosti ND v možganih tudi ob končani izpostavitvi (Kao in sod., 2012). Pri študiji 
izpostavitve miši različnim velikostim TiO2 ND (80 in 155 nm) z inhalacijo tovrstnih ND so 
pokazale absorbcijo ND preko olfaktorne nevralne poti in kopičenjem teh v možganih (Wang 
in sod, 2008) 
 
2.5.1 Nastanek molekulske in proteinske korone vpliva na privzem nanodelcev v celice 
ND v in vitro pogojih pridejo v kontakt s kompleksnimi molekulami, s katerimi tvorijo 
fizikalno-kemijske interakcije (Moore in sod., 2019). Na površini ND prihaja do interakcij med 
ND- protein in protein- protein. Vezava delcev na površino ND je odvisna od lastnosti delca in 
od stanja v okolju (pH, koncentracija ionov…). Vezavo proteinov na površino ND lahko 
delimo na dva dela: prvi del je trdno vezan proteinski plašč, ker je prišlo do ireverzibilnih 
interakcij med proteini in površin ND, drugi del pa je šibko vezana proteinska korona, ki je 
vezana s šibkim interakcijami na že vezane proteine (Li in Lee, 2020). 
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Ob nastanku proteinske korone, imajo ND lahko drugačne fizikalno-kemijske lastnosti kot brez 
proteinskega ovoja. Zaradi tega je lahko privzem ND v celice, drugačen. Pri celicah imunskega 
sistema je znano da je privzem ND v procesu endocitoze možen preko različnih receptorskih 
poti (npr. komplementi receptorji). Makrofagi, lahko ob kontaktu govejega albumina, v 
povečani meri privzemajo ND, kot tiste, ki na površini niso imeli vezanih albuminskih 
proteinov (Pustulka in sod., 2020) ali pa prisotnost albuminskih proteinov znižuje privzem ND, 
zaradi potencialne kompeticije med ND in proteini za prosta receptorska mesta. Na vezavo 
delca na receptorsko mesto vpliva mnogo okoljskih dejavnikov, ki se v in vivo pogojih še 
pogosteje dogajajo. Zaradi česar in rezultatov in vitro raziskav ne moramo direktno aplicirati 
na in vivo raziskave (Francia in sod., 2019). 
 
2.6 NAČINI INTERNALIZACIJE NANODELCEV V CELICAH 
 
Ko ND dosežejo celice, vanje vstopajo v procesu endocitoze. Endocitoza je proces nastajanja 
novih membran, pri čemer del membrane in del zunanjega prostora postaneta del celične 
vsebine (Lojk in sod., 2013). 
 
Na privzem ND v celice vpliva več dejavnikov, od tipa celice do naboja ND (Unfried in sod., 
2009; Iversen in sod., 2011). Na kakšen način prihaja do privzema ND v celico vpliva predvsem 
velikost. Delci, ki so večji od 0,5 µm, kot so tudi bakterije, prehajajo v celice s fagocitozo. 
Vendar pa je privzem delcev preko fagocitoze redkejši, kakor drugi načini privzemanja snovi 
iz okolja. Poleg fagocitoze  se celice za privzem tekočine poslužujejo pinocitoze, oz. »celičnega 
pitja«, pri katerem prihaja do privzema tekočine in raztopljenih snovi. Ker pa mnoge celice 
niso profesionalni fagociti, do privzema delcev prihaja preko različnih endocitotskih poti. 
Najbolj raziskane so od dinamina odvisne in dinamina neodvisne enocitotske poti. Med od-
dinamina neodvisne poti spadajo makropinocitoza od klatrina in kalveolina neodvisna 
endocitoza ter endocitoza, odvisna od lipidnih raftov. Pri endocitotskih poteh, odvisnih od 
dinamina, pa poznamo endocitotske poti, ki so posredovane s klatrinom in kalveolinom (Lojk 
in sod., 2013; Iversen in sod., 2011). 
  
11 
Babič L. Toksičnost nanodelcev za mišje mikroglia celice v razmerah in vitro.  





Slika 4: Vrste endocitoze, te delimo na velikost privzema delcev in na tip celice, ki privzema delce (Lojk in sod., 
2013) 
Ne glede na tip privzema ND iz okolice se ti po odcepitvi od plazemske membrane zlijejo z 
zgodnjimi endosomi, ki predstavljajo začetek poti ND po celici. Endostom se lahko nato 
ponovno zlije s plazemsko membrano in deluje kot eksosom, lahko pa prihaja do zorenja 
zgodnjega endosoma, ki se nato lahko zliva z drugimi metabolimi vezikli, kot je lizosom 
(Behzadi in sod., 2017). Vezikli z ND se od periferije do perinuklearne regije premikajo s 
pomočjo dineinskih motornih proteinov. Privzem in pot ND po celici pa je odvisna od načina 
vstopa ND v celico (s klatrini posredovana endocitoza, s kalveolini posredovana endocitoza, 
makropinocitoza itd) (Behzadi in sod., 2017; Lojk in sod., 2013). Poleg načina vstopa ND v 
celico pa bi na distribucijo ND lahko vplivale tudi njihove fizikalno-kemijske lastnosti, kot sta 
velikost in oblika, kot tudi narava tarčne celice (Sakhtianchi in sod., 2013). Študija, kjer so 
gledali različne celične linije (melaninske mišje celice, celice ovarijev hrčkov itd.) in njihov 
privzem PAA ND, je pokazala, da do internalizacije teh prihaja predvsem v perinukleani regiji. 
Ob daljši izpostavitvi ND se je njihova koncentracija višala (Lojk in sod., 2015). 
 
2.7 MEDCELIČNA KOMUNIKACIJA IN INTERAKCIJE Z NANODELCI 
Celice se za medcelično komunikacijo poslužujejo različnih poti signaliziranja. Pri osnovnih 
poteh signaliziranja ločimo štiri glavne poti. Prvi način je izločanje signalih molekul v 
medcelično okolje in te molekule vplivajo na bližnje celice – parakrini način. Pri parakrinem 
načinu signaliziranja pri celicah, ki izločajo efektorske molekule ne prihaja do odziva, ker 
prihaja do inhibicije odziva na izločeno molekulo, medtem ko je pri avtokrinem signaliziranju 
celica, ki izloča efektorsko molekulo, nanjo tudi odzivna.  Odziv je odvisen od izločene 
molekule. Vse pa se dogaja na kratkih razdaljah, saj so navadno takšne signalne molekule 
nestabilne ali pa bi se tekom daljšega transporta razgradile zaradi kontakta z različnimi encimi. 
Tretji način celičnega signaliziranja, ki pa omogoča transport efektorskih molekul na daljše 
razdalje, pa se imenuje endokrini transport. Zanj pa je značilno, da so efektorske molekule  
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sintetizirane na posebnih mestih in prenesene na daljših razdaljah do specifičnih celic, na katere 
vplivajo. Tako imenovani način signaliziranja imenujemo endokrini način, pri katerem so 
efektorske molekule navadno hormoni. Pri vseh tipih signaliziranja pa prihaja do vezave 
efektorske molekule na tarčno celico (Iwasa in sod., 2016). Celice si spremembe na stanje v 
okolju ali pa na vdor tujkov medsebojno sporočajo z različnimi molekulami, v možganih preko 
citokinov teče komunikacija med nevroni in celicami imunskega sistema. Citokini spadajo med 
topne proteine, ki posredujejo vnetje in so odgovorni za medcelično komunikacijo med 
levkociti in drugimi celicami. Citokini se izločajo v nizkih koncentracijah kot odziv na zunanji 
stimulus, nato pa se vežejo na visoko afinitetne receptorje tarčnih celic. Večinoma citokini 
delujejo na celice, ki jih izločajo (avtokrini odziv) ali pa na sosednje celice (parakrini odziv). 
Pri odzivu prirojenega imunskega sistema se ti lahko sproščajo na oddaljenem mestu izvora, 
ob zadostnem številu aktiviranih nevronskih celic in makrofagov (endokrini odziv) (Abbas in 
sod. 2017). Tako v možganih tudi poteka del celične komunikacije. Pri vnetnih odzivih zaradi 
sproščanja citokinov lahko prihaja do nihanja v plastičnosti sinaptičnih membran (Wu in sod., 
2015). Poleg tega pa vnetni citokini, kot je npr.: TNF-ɑ vplivajo na delovanje K+ kanalčkov, 
medtem ko IL-6 vpliva na depolarizacijo aksonov preko Na+ kanalov. Do sproščanja različnih 
citokinov lahko prihaja zaradi kontakta celic z ND (Vezzani in Viviani, 2015). Poleg naštetih 
pa se ob sproščanju citokinov med celicami dogajajo še mnogi drugi procesi. Neodvisno od 
sproščanja signalnih molekul pa celice lahko ob kontaktu s stresnimi faktorji tvorijo reaktivne 
kisikove spojine, pri katerih prihaja do pretvarjanja molekulskega kisika do kisikovega 
radikala, ki sproža kaskado nadaljnjih kemijskih reakcij, katere mora celica encimsko 
odstranjevati (Unfried in sod., 2009). 
 
2.7.1 Komunikacija med nevronskimi in mikroglijskimi celicami 
 
Funkcija celic mikroglije v možganih je vzdrževanje homeostaze in omogočanje obrambe 
možganov zoper poškodbam in vdorom tujkov. Za uravnavanje vzdrževanja homeostaze pa je 
potrebna komunikacija med nevronskimi celicami in glialnimi celicami. Celice MG, tako kot 
astrocite, se pogosto nahajajo ob pre- in post sinaptični membrani, na katero lahko tudi vplivajo 
s sproščanjem različnih molekul. Vendar pa se v zdravih možganih MG celice nahajajo v 
neaktivnem stanju zaradi sproščanja nevralnih faktorjev, kot je CD200 in kemokinov, kot je 
CX3CL1. CD200 je glikoprotein, ki ga sproščajo nevroni, astrocite in oligodendrocite, medtem 
ko se njegov receptor nahaja le na makrofagih in MG celicah. Pri sproščanju kemokina 
CX3CL1 so MG celice v neaktiviranem fenotipskem stanju, kar pomeni, da ne delujejo kot 
aktivni makrofagi. Ob poškodbah tkiva ali ob vnetnem stanju pa nevronske celice prenehajo z 
izločanjem CX3CL1, kar omogoča prehod MG celic v njihovo aktivno stanje. Poleg 
kemokinov pa nevronske celice izločajo mnoge druge spojine, ki vplivajo na delovanje MG 
celic, kot je izločanje dopamina. Noradrenalin zniža izločanje IL-6 inTNF-ɑ iz MG celic ob 
njihovi aktivaciji. Prav tako pa MG celice, z izločanjem citokinov in drugih signalih molekul, 
vplivajo na delovanje nevronskih celic (Szepesi in sod., 2018).  
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Citokin TNF-ɑ lahko ob podaljšanem izločanju vpliva na uspešnost prenosa signala preko 
kronične blokade prenosa nevrotransmitorjev preko sinapse (Wu in sod., 2015). IL-1β na 
primer, vpliva na delovanje proženja akcijskega potenciala nevronskih celic preko nižanja 
izločanja Na+ preko ionskih kanalčkov. Prav tako citokin IL-6 vpliva na delovanje Na+ 
kanalčkov preko vezave na receptor IL-6R. Raziskave kažejo na to, da se ob večkratnem 
dolgotrajnem povišanju nivojev citokinov v možganih spremni patofiziologija možganskega 
tkiva. Prihaja lahko do nekontroliranega proženja nevronov, kar poveča možnost za nastanek 
nevrodegenerativnih bolezni in večanja možnosti za epilepsijo in motenja kognitivnih 




Citokini torej spadajo v skupino signalnih molekul, ki na različne načine sodelujejo v 
imunskem odzivu (Abbas in sod., 2017). Med proinflamatorne citokine smatramo tiste, ki 
ojačajo vnetne odzive. Mednje uvrščamo citokine IL-6, IL-8, IL1-β, TNF-ɑ itd. Zanje je 
značilno, da večajo prepustnost žilja, kar povečuje otekanje tkiva, povzročajo vročino, vplivajo 
na rekrutiranje  
 
nevtrofilcev ipd. Pri kontaktu celic z ND prihaja do celičnega odziva tudi z izločanjem 




Ena pomembnejših signalih vnetnih molekul je dejavnik tumorske nekroze (TNF-ɑ), ki ga 
izločajo mnoge celice, vključujoč makrofage, naravne celice ubijalke (natural killer cells), 
celice T, endotelijske celice in adipocite (Nepom in sod., 2013). TNF-ɑ spada med pleotropne 
citokine, ki so vpleteni v odzivih imunskega sistema, ki kontrolirajo vnetja, protitumorske 
odzive in homeostazo imunskega sistema (Mehta in sod., 2018). Ena izmed njegovih 
značilnosti je sprožanje adhezije molekul endotelijskih celic in astrocit. Celice, katerim je bil 
dodan TNF-ɑ v visokih koncentracijah, lahko preidejo v apoptozo. Poleg tega pa TNF-ɑ 
inducira ekspresijo kemokinov v MG celicah in astrocitah, kar spodbuja demielinizacijo in 
poškodbe oligodendrocit (Xue, Wu in Sun, 2012). Najpomembnejša vloga TNF-ɑ je v iniciaciji 
odziva imunskega sistema. Pri povišani koncentraciji TNF-ɑ prihaja do kaskade v imunskem 
odzivu, ki vključuje kemokine, citokine in endotelijske adhezine, ki rekrutirajo in aktivirajo 
nevtrofilce, makrofage in limfocite na mesta poškodbe oziroma infekcije (Balkwill, 2006). 
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Interleukin-6 (IL-6) je pleotropen citokin, ki se pri normalnih pogojih v sistemu nahaja v nizkih 
koncentracijah. Njegova koncentracija pa se nemudoma poviša ob stresu, ki ga povzročijo 
okužbe ali poškodbe tkiv. Producirajo ga monociti in makrofagi. IL-6 nato aktivira hepatocite, 
imunsko kompetentne celice in krvne celice in s tem povzroči hiter imunski odziv. Takojšen 
odziv je ključen pri odstranjevanju infekcijskih delcev in zdravljenju tkiv. Vendar pa pri 
prekomerni ekspresiji IL-6 v času infekcije lahko pride do stabilne produkcije IL-6, kar 
povzroča kronično vnetno stanje tkiva (Tanaka in sod., 2016). 
 
IL-1β 
Tudi IL-1β spada med pleotropne citokine s sposobnostjo aktivacije mikroglijskih celic in 
astrocit, kar lahko vodi v dodatno sintezo vnetnih in kemotaktičnih mediatorjev v CŽS. V 
perifernem živčevju pri povišanih koncentracijah IL-1β lahko prihaja do višanja števila celic 
T. Igra tudi pomembno vlogo pri homeostazi privzema glukoze, predvsem pri celicah 
imunskega sistema. Vendar pa kronično povišanje IL-1β lahko pripomore k mnogim 
bolezenskim stanjem, npr. artritis in diabetes tipa II (Mendiola in Cardona, 2018). Primarni vir 
tovrstnih molekul so monociti in makrofagi, lahko pa jih sproščajo tudi druge vrste celic, kot 
so celice endotelija žil in ledvične epitelijske celice (Krishnan in sod., 2014). 
 
2.8 MEHANIZMI NEVROTOKSIČNOSTI 
 
2.8.1 Reaktivne kisikove spojine 
 
V primerjavi z ostalimi organi v telesu imajo možgani mnogo manjšo sposobnost kompenzacije 
izgube nevronov, kar pomeni, da so dovzetnejši za trajne poškodbe ob izpostavitvi toksičnim 
substancam. Še posebej dovzetni so za oksidativni stres zaradi visokih energetskih potreb in 
visokih vsebnosti ti. »tarč« oksidativnega stresa, kot so lipidi, proteini in nukleinske kisline, 
hkrati pa vsebujejo nizke koncentracije encimov, ki odstranjujejo toksične reaktivne spojine, 
kot je npr. superoksid dismutaza, katalaza idr. (Mushtaq in sod., 2015). Tekom raziskav je bilo 
odkrito, da ND, ki se nahajajo v izpušnih plinih dizelskih motorjev, lahko poškodujejo 
dopaminergične nevrone v kulturah, izoliranih iz CŽS, preko sproščanja visokih vsebnosti 
prostih radikalov preko aktivacije mikroglijskih celic (Win-Shwe in Fujimaki, 2011). 
 
Razlaga mehanizma nekontroliranega povišanja ROS, je da kovinski ND sproščajo ione, ki 
motijo delovanje mitohondrijev (celično dihanje) (Yu in sod., 2020).  
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Med tem procesom prihaja do sproščanja velikih količin superoksidnega aniona (O2.−), ki se 
sprošča preko encima NADPH-oksidaza. O2.− se lahko nadaljnje transformira v druge oblike 
ROS, kot je vodikov peroksid (H2O2), hidroksilne radikale (OH) in peroksinitrite. Količina 
sproščenih ROS je previsoka, za celično antioksidantsko kapaciteto, kar lahko vodi v motenje 
celičnega delovanja in celo celično smrt (Yang in sod., 2019). Tekom študij je bilo opaženo, 
da se MG celicam ob izpostavitvi titanijevim ND (TiO2) nemudoma (<5min) poveča 
intracelularna koncentracija vodikovega peroksida (Dan Ge in sod, 2019). Povišane 
koncentracije reaktivnih kisikovih spojih v celici lahko ob prisotnosti ionov prehodnih 
elementov sprožijo verižno radikalsko reakcijo, imenovano Fentonova reakcija (1): 
 
                                                              Fe2+ +O2 Fe3+ + O2 . - 
                                                    Fe2+ + H2O2  Fe3+ + HO. + OH-                                  … (1) 
 
Do Fentonove reakcije (1) lahko prihaja zaradi vnosa kovinskih ND, okoli katerih lahko pride 
do sproščanja ionov, ki v celici katalizirajo tovrstne reakcije, ali pa pride do poškodb celičnih 
organelov, ki vsebujejo encime, ki tudi sicer v celici povzročajo nastanek reaktivnih kisikovih 
zvrsti, vendar pa je njihov nastanek kontroliran, če celica ni poškodovana. Med potencialne 
tarče spadajo plazemske membrane – vsebujejo številne encimske komplekse (npr.: NADH 
oksidaza), mitohondriji in endoplazemski retikel (Unfried in sod., 2009).  
 
2.8.2 Vpliv signalnih molekul na druge celice 
 
Posredne poškodbe zaradi izločanja signalnih molekul kot tudi reaktivnih kisikovih spojih 
lahko privedejo do trajnih poškodb različnih tkiv. Pri dodajanju TNF-ɑ (50ng/ml) v kulturo 
MG celic so te prešle v aktivirano fenotipsko stanje. Pri dodajanju aktivnih MG celic je 
prihajalo do fagocitoze nevronskih celic, kar bi lahko v CŽS privedlo do okvar živčevja 
(Neniskyte in sod., 2014). Poleg tega TNF-ɑ lahko vpliva na razraščanje dendritnih izrastkov, 
kar lahko vpliva na razvoj kognitivnih procesov v CŽS (Neumann in sod., 2002). 
Na molekularnem nivoju pa TNF-ɑ vpliva na plastičnost sinaptičnih membran in s tem na 
prenose signalov po živčevju. Prav tako sproščanje citokina IL-6 lahko pripelje do motenja 
prenosa signala po nevronskih povezavah (Vezzani in Viviani, 2015), vpliva pa lahko tudi na 
potek drugih bolezni, kot je diabetes, ker zaradi sproščanja IL-6 prihaja do napačne regulacije 
glukoze in vzdrževanja celic v vnetnem stanju. Vendar pa pri poteku tovrstnih bolezni prihaja 
do sodelovanja različnih signalnih molekul, kot sta tudi TNF-ɑ in IL-1β (Kristiansen in 
Mandrup-Poulsen, 2006). Citokini prav tako lahko pospešujejo nevrodegenerativne bolezni, 
kot je multipla skleroza, kjer prihaja do demielinizacije aksonov nevronov zaradi indukcije 
apoptoze preko delovanja proteina p53 (Rossi in sod., 2014). Pri opazovanju učinkov pri 
prehodu IL-6 preko placente so študije nakazovale na delovanje citokina na embrionalni razvoj.  
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Lahko prihaja do direktnega delovanja na zarodek, saj je IL-6 sposoben prehoda preko placente 
in KMB, lahko pa bi deloval na samo placento, predvsem, ker vpliva na permeabilnost žil in s 
tem na dovajanje hranil embriu. Zaradi različnih načinov delovanja na zarodek bi ta lahko 
povzročal motnje v kognitivnem razvoju, kot tudi pripomogel k razvoju avtističnih motenj 








Babič L. Toksičnost nanodelcev za mišje mikroglia celice v razmerah in vitro.  








Preglednica 1: Uporabljena gojišča 
Ime gojišča Proizvajalec Referenčna številka 




Fetalni goveji serum Sigma F7524 
Retinojska kislina Sigma R2625 
 
 
 Za potrebe gojenja smo uporabljali sestavljena gojišča: 
 Medij za gojenje celic je bil DMEM z dodanim FBS, tako da je ta obsegal 10 % 
vsebine. 
 Diferenciacijski medij je bil DMEM z dodanim FBS, da je ta obsegal 2 % vsebine 
in dodana je bila retinojska kislina v končni koncentraciji v gojišču 10 µM. 
 
Preglednica 2: Kemikalije, uporabljene v poskusih 
Ime kemikalije Proizvajalec Referenčna številka 
Tripsin Gibco 25200-072 
Fiziološka raztopina B. Braun 190/12606094/0613 
Sterilna voda B. Braun 75/12604094/0410 
CM-H2DCFDA Invitrogen by Thermo 
Fisher Scientific 
C6827 
HOECHST Life technologies H3570 
Propidijev jodid Sigma 81845 
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Preglednica 3: Raztopine uporabljene v prenosu western 
Ime raztopine Sestavine 
Laemli pufer (4x) 250 Mm Tris base, 8 % SDS, 40 % glicerol, bromfenol 
modro 0,008 %, β-merkapto etanol 
Pufer za elektroforezo (10x) 0,25 mM Tris base, 1,9 mM Glicin, 0,3 % SDS, pH= 
8,3 
Pufer za mokri prenos (10x) 0,25 mM Tris base, 1,9 mM Glicin, 0,1 % SDS, pH= 
8,4 
TBS (20x) 0,4 Mm Tris base, 2,7 Mm NaCl, 1 M HCl, pH= 7,6 




Preglednica 4: Protitelesa, uporabljena v prenosu western 
Protitelesa in redčitev Proizvajalec 
Lamin B1 (A-11), mouse mAb redčitev 1:1000 Santa Cruz Biotechnology inc., ZDA 
GAPDH (14C10) rabbit mAb redčitev 1:1000 Cell Signaling Technology, ZDA 
GAP-43 (9-1E12), mouse mAb redčitev 1:1000 Merck, ZDA 
Blotting Grade Affinity Purified Anti- Mouse IgG (H 
+ L) Horseradish Peroxidase Conjugate, redčitev 
1:1000 
Bio-Rad, ZDA 
EIA Grade Affinity Purified Anti-Rabbit IgG (H+L) 




Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Centrifuga Centric 350 Tehtnica, Slovenija 
Digestorij MC 18-2 Iskra PIO, Slovenija 
Fluorescenčni mikroskop Zeiss Axiovert 200 Zeiss, Nemčija 
Invertni mikroskop AE2000 Motic, Kitajska 
spektrofluorimeter Tecan Infinite 200 Tecan, Švica 
Črpalka za odsesavanje 3A, Velika Britanija 
Hladilnik Gorenje, Bosch, Slovenija, Nemčija 
Inkubator Kambič, Slovenija 
Vibracijski mešalnik Ika, Nemčija 
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Preglednica 6: Uporabljen laboratorijski pribor 
Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Pipete (0,5–10 µL, 10–100 µL, 100–1000 µL) Eppendorf, Nemčija 
Pipete (0,5–10 µL, 10–100 µL, 100–1000 µL) Biohit, Finska 
Pipetni nastavki (10, 200 in 1000 µL) Starstedt, Nemčija 
Mikrotiterska plošča za celične kulture z 12, 24, 48 in 
96 vdolbinicami 
TPP, Švica 
Mikrocentrifugirke (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL in 5 mL) Sarstedt, Nemčija 
Krovna stekla Sigma, Nemčija 
Hemocitometer-Neubauerjeva komora Sigma, Nemčija 
Ročni potisni števec za štetje celic Sigma, Nemčija 
Pipetor Gilson, Nemčija 
Posode za gojenje celičnih kultur (T75 cm2 ) TPP, Švica 
Serološke pipete 5, 10 in 25 mL Sarstedt, Nemčija 
Steklenice Kimble, ZDA 
  
 
Preglednica 7: Uporabljena programska oprema 
Programska oprema Proizvajalec 
Tecan Magellan TM Tecan Group, Švica 
Programska oprema Microsoft Excel 365 Microsoft, ZDA 
imageJ 1.5k NIH, ZDA 
Adobe Photoshop CS6 Adobe, ZDA 
Cell countera MIPRO, Slovenija 
Zeiss, Metaforah program 
 
Zeiss, Nemčija 
a  Lojk in sod., 2014 
 
3.1.1 Uporabljeni nanodelci 
 
Nanodelci, uporabljeni v tej magistrski nalogi, so bili pripravljeni in karakterizirani v Skupini 
za nano in biotehnološke aplikacije. Njihova priprava in karakterizacija niso predmet te 
magistrske naloge. 
 
Preglednica 8: Uporabljeni nanodelci 
 






PAA dH2O 239.6 ± 41.6 64.5 ± 19.1 -50.5 ± 5 
Medij 346.0 ± 49.0 59.5 ± 12.2 -17.8 ± 0.6 
MGH dH2O 128.8 ± 1.1 35.3 ± 3.7 39.1 ± 1.9 
Medij 243.9 ± 1.1 67.6 ± 33.6 -9.8 ± 0.5 
Se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 8: Uporabljeni nanodelci 
 






TiO2 P25 dH2O 270.1 ± 6.6 92.3 ± 19.8 37.5 ± 0.5 
Medij 406.5 ± 18.6 197.7  ± 10.7 -9.3 ± 1.2 
 
 * Z-povprečna velikost nam opisuje, kakšna je vrednost povprečnih premerov 
delcev (standard ISO 22412:2017) 
 a hidrodinamični diameter opisuje teoretični sferični trdni ovoj, katerega zaznavamo 
pri meritvah s spektrofotometričnimi metodami (MPI, 2011). 
 b zeta potencial nam pove, kakšen je odboj med delci v disperziji (Shabnam Samimi 
in sod., 2019) 
 
PAA ND, so kobalt feritni ND CoFe2O4, so ND, ki bi se lahko potencialno uporabljali v 
biofarmacevtske namene zaradi svoje inertne narave. Lojk in sod., (2015), so opisali sintezo 
teh ND v članku: Cell type-specific response to high intracellular loading of polyacrylic acid-
coated magnetic nanoparticles. 
 
MGH ND- Spadajo med ND, podobni tistim, ki nastajajo ob izgorevanju fosilnih goriv pri 
motorjih. Spadajo med železove okside, ki jih opišemo s formulo FenOn. Najbolj soroden je 
hematitu, od katerega pa se razlikuje le po kristalni strukturi (maghemit: γ-Fe2O3 in hematit: 
(α-Fe2O3)(Wallyn in sod., 2019). Sintetizirani so bili po protokolu Skupine za nano in 
biotehnološke aplikacije na Fakulteti za elektrotehniko. 
TiO2 ND- P25, so komercialno dostopni ND, in sicer mešanica dveh strukturnih tipov 
titanijevih ND: rutil (30 %) in anataz (70 %), kjer ima predvsem slednji visoko katalitično 
sposobnost, s čimer bi lahko poškodoval celice (Long in sod., 2007). 
 
3.1.2 Celični liniji 
 
Mikroglijske celice 
Celice mikroglije uvrščamo med fagocite centralnega živčnega sistema. Celice mikroglije 
vstopijo v možgane med embrionalnem razvojem in se bolj ali manj enakomerno razporedijo 
po možganih (Greenstein in Greenstein, 2000). Imortalizirane mikroglijske celice so pridobili 
z imortalizacijo primarnih mišjih celic mikroglije (Halle in sod., 2008 ).  
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Imortalizirana nevronska linija  
Kateholaminogena linija (Cath a,) je bila prvič izolirana iz možganskega tumorja, ki se je 
pojavil pri transgenih miših, ki so nosile divji tip SV40 antigen (tag) pod transkripcijsko 
kontrolo tirozin hidrolaznega promotorja, ki ga najdemo pri podganah. Poleg produkcije 
dopamina in norepinefrina Cath a. celice izražajo več pan-nevralnih markerjev, kot je na primer 
nevrofilament sinaptofisin, in od napetosti odvisnih Na+ , K+  in Ca21 kanalčkov. Vendar celice 
ne izraščajo nevritov in pri celični liniji Cath procesa diferenciacije celic ni mogoče sprožiti. 
Odkrita pa je bila varianta celične linije Cath a., pri kateri pa je proces diferenciacije mogoče 
sprožiti. Celična linija CAD (Cath a.- differentiated), se od materinske linije razlikujejo po 
tem, da so izgubile imortalizirajoč onkogen. Poleg tega ta vrsta celic izloča proteine, ki so 
specifični za nevrone, hkrati pa se pojavljajo procesi in varikozitete, ki so podobne nevronom, 
vendar se te ne pojavljajo pri izvorni liniji. Podobnost z materinsko linijo si deli pri ekspresiji 
bioaktivne tirozin hidroksilaze. Pod elektronskim mikroskopom je mogoče pri tej vrsti celic 
videti celične organele, kot so mitohondriji, endoplazemski retikel in obilje poliribosomov, 




3.2.1 Gojenje celic 
Obe celični liniji smo gojili v mediju DMEM z dodanim FBS, tako da je bil delež tega v mediju 
10 %. Prav tako sta bili obe celični liniji gojeni v enakih pogojih v inkubatorju na 37 °C v 
navlaženi atmosferi in 5 % CO2. 
 
3.2.2 Sprožanje diferenciacije 
 
Celična linija CAD za svojo diferenciacijo potrebuje dodajanje retinojske kisline v gojišče. 
Celice smo nasadili v jamice v želeni koncentraciji, čemur je sledila 48-urna inkubacija, po 
kateri smo rastni medij zamenjali z diferenciacijskim. Diferenciacijski medij se je pripravil 
tako, da smo v medij DMEM HG z 2 % FBS dodali retinojsko kislino do končne koncentracije 
10 µM. Gojišče smo pred dodatkom celicam sterilizirali s filtracijo. Tako pripravljen medij 
smo prenesli k celicam, kjer smo odpipetirali ¾ rastnega medija in ga zamenjali z 
diferenciacijskim. Na ta način smo poskrbeli, da se celice nikoli niso osušile in se izognili 
morebitnim poškodbam celic. Sledila je 48-urna inkubacija in nato ponovna menjava 
diferenciacijskega medija, samo da smo tokrat odvzeli polovico starega medija in dodali 
novega, da so bile celice ves čas menjave v mediju in smo s tem zmanjšali možnosti za 
poškodbe nevronskih izrastkov, ki so nastali z diferenciacijo. 
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3.2.3 Rastne krivulje 
 
Zaradi spoznavanja lastnosti celične linije mišjih mikroglijskih celic smo najprej pregledali 
normalno rast v 12-jamičnih ploščah. Celično linijo mišjih mikroglijskih celic smo nasadili v 
paralelkah v različnih koncentracijah (3x104 , 5x104, 7x104  celic/jamico v 12-jamično ploščo, 
1 ml medija na jamico), nato pa jih vsakih 24 ur prešteli na hemocitometru. Celice smo pred 
štetjem tretirali s tripsinom (Gibco, ZDA), da smo zajeli tako plavajoči kot pritrjeni del celične 
populacije. Pred nanosom na hemocitometer so bile celice barvane z barvilom Tripan modro, 
ki omogoča razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami. 
 
Določanje števila celic s hemocitometrom: 
Hemocitometer ima vrisana polja za štetje celic, kar omogoča preračunavanje celic v volumnu 
10 µl 
Določanje števila celic v enem mililitru: 
                                                          =  ∗ 10  ∗                                                   … (2) 
 
 N: število celic v enem mililitru 
 n: število celic, prešteto v štirih kvadratnih poljih 
 R: faktor redčenja (pred nanosom na hemocitometer smo 10µl vzorca dodali 10µl 
tripanskega barvila, zato je bil faktor redčenja R=2)                                 
 
3.2.4 Westen blot 
 
Nasajanje celic: 
Celice CAD smo nasajali v petrijevke v koncentraciji 1x105 celic/ml jih inkubirali preko noči, 
nato pa sprožili postopek diferenciacije. Ker smo hoteli spremljati diferenciacijske faktorje 
linije, smo nasadili pet petrijevk v enaki koncentraciji in jih diferencirali, pri čemer smo vsakih 
24 ur eno petrijevko sprali s hladnim NaCl in jo zamrznili. Pri tem smo beležili preraščenost 
celic po površini. 
 
Priprava vzorcev z Laemmli pufrom 
Zamrznjene petrijevke smo odmrznili in jim dodali 70–100 µl (odvisno od gostote celic) 1x 
Laemmli pufra. Laemmli pufer denaturira proteine in omogoča dostop protiteles do epitopov 
na proteinih. Vsebino petrijevke smo postrgali v epruvete Eppendorf in jih sonicirali pri  
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amplitudi 50 % in 0,5 cikla, 12–20 pulzov. Soniciranje raztrga DNA in s tem zmanjšuje 
viskoznost vzorcev. Tako pripravljene vzorce smo do nadaljnje uporabe hranili na -20 °C. V 
naslednjem koraku smo vzorce centrifugirali in previdno prenesli supernatant v nove epruvete. 
Nato smo vzorce segreli na 95 °C za 5 min in jih še enkrat centrifugirali. Tako pripravljene 
vzorce smo shranili na -20 °C do nadaljnje uporabe. 
 
Merjenje koncentracije proteinov 
Najprej smo pripravili mešanico reagenta Pierce 660 nm z Ionic detergent compatibility 
praškom za vse vzorce in standardno krivuljo. V 96-jamično ploščo smo nanesli 10 µl vzorcev 
in standardov. Nato pa smo v vsako jamico dodali 150 µl prej pripravljenega detergenta. Sledila 
je minutna inkubacija na nihajoči mizici nato pa pet minutna inkubacija brez mešanja na sobni 
temperaturi. Nato smo pomerili absorbanco pri 660 nm. Na podlagi umeritvene krivulje smo 
nato določili koncentracije proteinov v vzorcih. 
 
Gelska elektroforeza 
Vzorce, ki so bili pripravljeni v prejšnjem koraku, je bilo potrebno ločiti na podlagi velikosti, 
kar smo storili z gelsko elektroforezo. Vzorce smo nanašali v 8 % akrilamidni gel, ki smo ga 
pripravili vnaprej (1,5M Tris-HCl, 10 % APS, 30 % Akrilamid, TEMED, dH2O). Gel smo po 
navodilih vstavili v kadičko za elektroforezo in vanjo vlili 1x pufer za gelsko elektroforezo. 
Potem smo iz žepkov gela previdno odstranili pufer, v katerem je bil shranjen gel, s 
pipetiranjem running pufra v žepke. Nato je sledilo nanašanje vzorcev in lestvice, ki nam 
kasneje omogoča določanje lege želenih proteinov. Kadičko smo pokrili s pokrovom in 
nastavili nastavitve na konstanten tok 60 mA in si zapisali začetne pogoje. Ločevanje vzorcev 
na gelu je trajalo 2 uri. Po končani gelski elektroforezi smo si ponovno zapisali pogoje.  
 
Prenos proteinov na membrano 
Postopek smo začeli z aktivacijo membrane v metanolu za 30 s, nato sprali z destilirano H2O 
in jo do nadaljnje uporabe hranili v pufru, ki je namenjen za prenos proteinov. Prav tako smo 
v pufer za prenos proteinov namočili vse dele opreme, ki pridejo v kontakt z membrano oz. 
proteini. 
Ob končani elektroforezi smo odstranili koncentracijski gel in nato ostali del gela previdno 
prenesli na mrežico, na kateri je filter papir, nanjo položili aktivirano membrano, nazadnje pa 
na membrano položili še filter papir in nato še eno mrežico: 
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Slika 5: Shematski prikaz postavitve gela membrane za prenos proteinov na membrano 
 
 
Pomembno je, da je nosilec z mrežicami nameščen tako, da vmes ni nobenih zračnih 
mehurčkov, saj bi ti lahko motili prenos. Tako sestavljen nosilec smo vstavili v kadičko za 
prenos, vanjo nalili pufer in jo položili v hladno kopel, da med prenosom ne prihaja do 
denaturiranja vzorcev. Nato smo kad priklopili na vir napetosti ( 200 Ma, 200 V), si zapisali 
začetne pogoje in pustili, da prenos poteka 120 min. Ko je bil transfer končan, smo membrano 
vzeli iz nosilca jo označili in dvakrat sprali v TBS-T pufru. 
 
Preverjanje uspešnosti prenosa 
Da bi videli, ali je bil prenos proteinov iz gela na membrano uspešen, smo membrano barvali 
z barvilom Ponceau rdeče, ki omogoča detekcijo proteinov na nitroceluloznih in PVDF 
membranah. Membrano smo trikrat sprali s 5 % ocetno kislino, nato pa jo namočili v barvilo 
za 5 min na nihajoči mizici nato pa jo ponovno spirali z ocetno kislino, da smo odstranili ozadje. 
 
Blokiranje membrane 
Blokiranje membrane preprečuje vezavo nespecifičnih in sekundarnih protiteles. V raztopini 
za blokiranje se nahaja mleko v prahu, raztopljeno v TBS-T pufru. Inkubacija je potekala eno 
uro. Po končani inkubaciji smo membrano sprali s pufrom TBS-T, s čimer smo odstranili 
blokirni pufer. 
 
Inkubiranje s protitelesi 
Membrano smo zapakirali v vrečko in ji dodali raztopino protiteles, specifičnih za iskane 
proteine, v našem primeru so bili to za Lamin-B, GAP-43 in za GAPDH. Inkubacija je potekala 
preko noči na nihajoči mizici na 4 °C. Po končani inkubaciji smo membrano spirali s TBS-T 
pufrom, da smo odstranili vsa nevezana primarna protitelesa. Potem pa smo membrano 
inkubirali s sekundarnimi protitelesi ( Blotting Grade Affinity Purified Goat Anti- Mouse IgG  
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(H + L) Horseradish Peroxidase Conjugate, za LaminB in GAP-43 ter  EIA Grade Affinity 
Purified Anti-Rabbit IgG (H+L) Horseradish Peroxidase Conjugate za GADPH) na nihajoči 
mizici eno uro na sobni temperaturi. Sekundarna protitelesa smo redčili v blokirnem pufru (5 
g mleka v prahu in 100 ml TBS-T). Po končani inkubaciji smo membrano spirali v pufru TBS-
T in tako odstranili vsa nespecifično vezana protitelesa. 
 
Razvijanje 
Ker so sekundarna protitelesa konjugirana z alkalno fosfatazo, smo osušeno membrano 
nakapljali s kemiluminiscenčnim substratom (Pierce ECL Western Blotting substrat). 
Nakapljano membrano smo inkubirali eno minuto na sobni temperaturi in jo nato zopet osušili 
in jo položili v kaseto za razvijanje. Kaseto smo odnesli v temnico, kjer smo na membrano 
položili film in pustili, da se razvija 5 min, nato smo film vzeli iz kasete, ga pomočili v 
razvijalec in nato v raztopino za fiksiranje, na koncu pa sprali z vodo. 
 
3.2.5 Določanje viabilnosti 
 
MIKROGILJSKE CELICE 
V 24-jamično ploščo smo nasadili celično linijo mišjih mikroglijskih celic v koncentraciji 
3,5x104 celic/jamico. Ploščo smo inkubirali preko noči, nato pa smo dodajali tri tipe nanodelcev 
PAA, P25 in MGH v koncentracijah 2, 5 in 10 µg/ml, tako da smo dobili paralelke posameznih 
koncentracij. Po dve jamici na tip nanodelcev pa sta služili kot negativna kontrola. Ploščo smo 
zopet inkubirali preko noči. Naslednji dan smo iz plošče odpipetirali medij z nanodelci in 
dodali 250 µl medija z barvilom Hoechst 33342 (Life Technologies, CA, ZDA), ki prehaja 
skozi membrane živih in mrtvih celic in tako daje informacijo o celokupnem številu celic. 
Celice smo barvali 25 min in jih analizirali na mikroskopu Zeiss Axiovert 200 (Zeiss, Nemčija) 
pri 20x objektni povečavi in filtrom DAPI. Za razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami 
smo celice naknadno barvali z 0.15 mM propidjevim jodidom (Sigma-Aldrich), saj ob kratki 
inkubaciji (5 min) prehaja le skozi membrane mrtvih celic. Analiza celic je potekala s 
povprečno 15 slikami na posamezno jamico, kjer smo celice prešteli s programom CellCounter 
(Lojk in sod., 2015). Odstotek viabilnih celic smo izračunali iz razmerja živih celic v paralelki 
(vse celice:mrtve celice) in vseh celic v netretirani negativni kontroli. Delež mrtvih celic smo 
izračunali iz razmerja mrtvih celic v posameznem vzorcu in vseh celic v negativni kontroli. 
 
% viabilnosti = število živih celic v paralelki/ število vseh celic v negativni kontroli * 100...(3) 
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NEVRONSKA CELIČNA LINIJA (CAD) 
Celice smo nasadili v mikrotitrsko ploščo s 24 jamicami, v koncentraciji 1x104 celic/jamico 
(0,5 ml) v mediju DMEM z dodanim FBS (10 %). Po 48-ih urah v inkubatorju smo sprožili 
proces diferenciacije. Po petih dneh diferenciacije smo celicam ponovno dodali rastni medij  
 
DMEM HG z 10 % FBS in jim dodajali nanodelce tako, da smo dobili paralelke s 
koncentracijami 2, 10 in 25 µg/ml treh različnih tipov nanodelcev (PAA, MGH in P25), 6 jamic 
pa je ostalo ne-tretiranih in so služile kot negativna kontrola. Sledila je 48-urna inkubacija, po 
kateri smo celice barvali z barvilom Hoechst 33342 (Life Technologies, CA, ZDA) v končni 
koncentraciji 2 µg/ml, kar smo naredili tako, da smo iz jamice pobrali 500 µl medija in dodali 
200 µl medija z barvilom. Tako celice niso bile izpostavljene zraku. Preostali del postopka je 
bil enak kot pri MG. 
 
3.2.6 Test difuzije molekul med celicami 
 
Celično linijo CAD smo nasadili v mikrotitrsko ploščo z 12 jamicami v koncentraciji 1x104 
celic/jamico v mediju DMEM high glucose (HG) z dodanim FBS (10 %). Po 48-urni inkubaciji 
je sledil proces diferenciacije, pri čemer je volumen medija na jamico znašal 1 ml. 
Šest dni po nasajanju celične linije CAD smo nasadili celice mišjih mikroglijskih celic (MG) 
v inserte Sarstedt-inserts (Starstedt, Nemčija). Inserti imajo velikost por 0,4 µm, kar omogoča 
difuzijo molekul, ki jih celice izločajo, ne pa prehoda nanodelcev in celic samih. MG so bile 
nasajene v koncentraciji 3x104 celic/insert. Takšna koncentracija je še omogočala normalen 
prehod molekul skozi membrano inserta. Volumen medija na insert je 0,5 ml. Medij, v katerem 
so bile nasajene, je DMEM HG z 10% FBS. Celice smo inkubirali čez noč, nato pa smo 
naslednji dan odvzeli medij iz inserta in dodali medij (DMEM HG 10 % FBS) s tremi tipi 
nanodelcev (MGH, PAA, P25) v koncentraciji 25 µg/ml. V en insert so bile nasajene samo 
netretirane celice MG, v enega pa celice CAD, da bi preverili, če pride do vidnih sprememb v 
viabilnosti z nediferenciiranimi celicami iste celične linije. Istočasno z menjavo medija smo 
inserte prenesli na ploščo, kjer so nasajene celice CAD. Tudi tam smo pred prenosom insertov 
zamenjali medij z 1 ml DMEM HG 10 % FBS. Celice smo nato inkubirali 24 ur. Nato smo 
odstranili inserte iz plošče, celice CAD pa smo inkubirali še 24 ur v inkubatorju (37 °C 5 % 
CO2). Po končani inkubaciji smo celice barvali z barvilom Hoechst 33342 (Life Technologies, 
CA, ZDA) v končni koncentraciji 2 µg/ml, kar smo storili tako, da smo iz posamezne jamice 
odvzeli 800 µl medija in dodali 300 µl medija z barvilom Hoechst. Celice smo nato inkubirali 
25 min v inkubatorju (37 °C 5 % CO2). Po končani inkubaciji smo celice analizirali pod 
mikroskopom Zeiss Axiovert 200 (Zeiss, Nemčija) pri 20x objektni povečavi in DAPI filtrom. 
Celice pa smo naknadno barvali z 0.15 mM propidjevim jodidom (Sigma-Aldrich), ki ob  
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kratkih inkubacijah vstopa le v mrtve celice. Barvilo smo dodali tik pred slikanjem jamice. Za 
določanje deleža mrtvih celic smo se poslužili enakega postopka kot pri drugi celični liniji.  
 
3.2.7 Slikanje s presevnim elektronskim mikroskopom 
 
Celično linijo CAD smo nasadili v koncentraciji 0,5x105 celic/petrijevko s premerom 40 mm. 
Celice smo diferenciirali. Dva dneva pred zaključkom diferenciacije smo vzporedno nasadili 
celično linijo MG v koncentraciji 5X105 celic/petrijevko. Naslednji dan smo obema linijama 
dodali ND v koncentraciji 25 µg/ml (preračunano na površino) in jih tako inkubirali preko noči. 
Po končani inkubaciji smo pričeli s postopkom fiksacije celic, kar smo naredili s postopnim 
dodajanjem 4 % paraformaldehida, 2 % glutaledehidom ter 0,1 M kakodilatnim pufrom. 
Nadaljnji proces priprave preparatov za elektronsko mikroskopijo so opravili tehnični 
sodelavci na Inštitutu za biokemijo, MF po protokolu dostopnem v članku: Cell type-specific 
response to high intracellular loading of polyacrylic acid-coated magnetic nanoparticles (Lojk 
in sod., 2015). Preparate pa smo analizirali na presevnem elektronskem mikroskopu TEM 
Philips CM100 (Philips, Nizozemska). 
 
3.2.8 Encimska imunoadsorpcijska metoda (ELISA) 
 
Za določanje izločanja signalnih molekul iz makrofagov smo uporabljali metodo ELISA 
(encimska imunoadsorpcijska metoda), s pomočjo katere smo določali prisotnost različnih 
citokinov: TNF-ɑ, IL-1β in IL-6. 
Celice smo nasadili na ploščo s 24 jamicami, v koncentraciji 3,5 x104 celic/jamico, tako 
nasajene celice smo inkubirali 24 ur, nato pa smo dodali tri tipe nanodelcev PAA, MGH in 
P25, v koncentracijah 2 µg/mL, 10 µg/mL in 25 µg/mL. Celice smo z ND inkubirali preko 
noči, nato pa smo celotno ploščo centrifugirali in iz vsake jamice prenesli 100 µl v ploščo s 96 
jamicami. Gojenje celic in inkubiranje z nanodelci smo ponovili trikrat, kar je predstavljalo tri 
biološke ponovitve. Supernatant, ki smo ga odstranili iz jamic s celicami, smo shranili na -80 
°C. 
V prvem koraku smo izvajali nanos znanih protiteles za iskan citokin, ki so raztopljena v pufru 
(coating buffer). V posamezno jamico smo nanesli 50 µl pufra s protitelesi in preko noči 
inkubirali v hladilniku . Po inkubaciji smo ploščo sprali na avtomatskem spiralcu plošč (Tecan 
Plate Washer, Švica). Pufer za spiranje smo pripravili z 200 ml 10x PBS, 10 ml Tween 20 
(detergent) in 1790 ml destilirane vode, končni volumen pufra za spiranje je znašal 2 L. 
Spiranje je potrebno, da odstranimo višek nevezanih protiteles. Nato je sledil nanos pufra za 
blokiranje vezav z nespecifičnimi antigeni (blocking-buffer), 1x ELISA/ELISPOT po 100 
µl/jamico, ploščo smo nato inkubirali eno uro na sobni temperaturi na stresalniku.  
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V vmesnem času smo pripravili standarde, ki smo jih uporabili za umeritveno krivuljo. 
Razredčili smo jih po protokolu proizvajalca. Po končani inkubaciji na stresalniku smo plošče 
spirali na avtomatskem spiralcu plošč, nato pa dodali 50 µl ELISA/ELISPOT.  
 
Sledi dodajanje standarda za umeritveno krivuljo, kjer smo v vse jamice dodali 50 µl 
ELISA/ELISPOT, razen v jamico z najvišjo koncentracijo, kamor smo odpipetirali 100 µl 
standarda. Iz te jamice smo prenesli 50 µl standarda v naslednjo, premešali in tako nadaljevali 
do konca, da smo dobili vrsto po padajočih koncentracijah, zadnji dve jamici pa sta vsebovali 
samo ELISA/ELISPOT, kar nam služi kot ozadje, ki ga je potrebno odšteti od meritev 
absorbanc vzorcev. Ploščo smo prekrili s folijo in inkubirali čez noč v hladilniku. Naslednji 
dan smo ploščo sprali z izpiralnim pufrom in nato dodali 50 µl detekcijskih protiteles na jamico 
in ploščo inkubirali 1 uro na sobni temperaturi na stresalniku, sledilo je ponovno spiranje na 
avtomatskem spiralcu plošč, nato pa dodajanje 50 µl/jamico Avidin-HRP protiteles, 
raztopljenih v ELISA/ELISPOT. Inkubacija je trajala pol ure na sobni temperaturi, nato smo 
ploščo ponovno sprali na avtomatskem spiralcu in dodali 50 µl reagenta TMB, ki se obarva iz 
prozorne v intenzivno modro. Plošča je morala biti v času inkubacije pokrita z aluminijasto 
folijo, da je reakcija potekala v temi. Reakcijo smo zaustavili s kislino (25 µl/well 3M H3PO4)). 
Vzorci so se obarvali rumeno. Vzorci so v takšnem stanju stabilni okoli pol ure in v tem času 
smo njihovo absorbanco izmerili na čitalcu mikrotitrskih plošč Synergy Mx (Biotek), pri 
valovnih dolžinah 450 nm in 620 nm. 
 
3.2.9 Merjenje sproščanja reaktivnih kisikovih zvrsti 
 
Za določanje sproščanja reaktivnih kisikovih spojin smo mišje mikroglijske celice nasadili v 
48-jamično ploščo, v koncentraciji 0,75·104 celic/jamico. Po 24 urah smo dodali nanodelce 
PAA, P25 in MGH, v naraščajočih koncentracijah (2, 10 in 25 μg/ml), in celice inkubirali 24 
ur. Nanodelce smo dodajali tako da samo dobili štiri tehnične paralelke, preostale jamice pa so 
služile kot negativna in pozitivna kontrola ter ozadje. Po končani inkubaciji z dodanimi 
nanodelci smo medij odsesali in ploščo sprali z 0,5 ml medija DMEM FluoroBrite (Invitrogen, 
ZDA), ki je brezbarven in omogoča boljše meritve fluorescence. Nato smo medij odsesali in 
dodali 160 µl medija z dodanim barvilom CM-H2DCFDA (Invitrogen, ZDA), kar smo naredili 
tako, da smo 50 µg CM-H2DCFDA (Invitrogen, ZDA) raztopili v 69,2 µl DMSO in tako dobili 
1,25 mM raztopino. 64 µl te raztopine smo odpipetirali v 8 ml medija DMEM FluoroBrite in 
tako dobili 10 µM raztopino, s katero smo barvali celice. Tako obarvane celice smo 45 min 
inkubirali v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2 ). Po 25 min inkubacije smo dodali 1,8 µl H2O2 
(končna koncentracija v mediju je bila 1 mM) v jamice s pozitivno kontrolo. Po končani 
inkubaciji v inkubatorju smo celice inkubirali 10 min na sobni temperaturi, kar zniža aktivnost 
reakcije z ROS in s tem se zmanjša napako pri meritvah. Nato smo izmerili fluorescenco s 
spektrofluorometrom pri ekscitacijii 492 nm in emisiji 527 s stopnjo ojačenja 150.  
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Po opravljeni meritvi smo celice naknadno označili z barvilom Hoechst 33342 (Life 
Technologies, CA, ZDA), kar smo naredili tako, da smo založno raztopino (2 µg/µl ) 100x 
redčili v mediju in nato dodali po 10 µl medija z barvilom (koncentracija 20 µg/ml) v 
posamezno jamico. Tako označene celice smo inkubirali 20 min v inkubatorju na 37 °C. Po 
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Namen magistrske naloge je bil preučiti vpliv nanodelcev na možganske celice v in vitro 
pogojih, kot so nevroni in celice mikroglije. Tako smo preučevali vpliv treh tipov nanodelcev, 
in sicer: PAA, ki so predstavljali biofarmacevtske nanodelce (Lojk in sod., 2015), drugi tip 
nanodelcev, nanodelce titanijevega oksida P25, ki jih pogosto uporabljamo kot stabilizator v 
kozmetičnih izdelkih in v živilski industriji (Long in sod., 2007), tretji tip nanodelcev pa so 
predstavljali okolijske nanodelce, podobne tistim, ki nastajajo pri izgorevanju dizelskih 
motorjev, to so maghemitski nanodelci (MGH). Izbrali smo nizke koncentracije nanodelcev v 
mediju, da bi se približali fiziološkim odzivom, ki bi se lahko dogajali zaradi izpostavitve 
nanodelcem. 
Spremljali smo vpliv nanodelcev na dve različni celični liniji, mišje mikroglijske celice in mišje 
nevrone, pri čemer so nas zanimale interakcije med celicami in nanodelci, vpliv nanodelcev na 
preživetje celic in izločanje signalnih molekul, ki bi potencialno lahko delovale na drugo 
celično linijo in tako vplivale na viabilnost.  
 
4.1 SPREMLJANJE RASTI IN DIFERENCIACIJA NEVRONOV  
 
Najprej smo preučili rast mikroglijskih celic ter vzpostavili postopek diferenciacije nevronov, 
da smo dobili informacijo o delovanju celične linije, kar nam je omogočalo nadaljnje 
načrtovanje in izvedbo poskusov.  
 
4.1.1 Rast mikroglijskih celic 
 
Da bi dobili informacije o hitrosti deljenja  mikroglijskih celic, smo najprej spremljali rast. V 
ta namen smo celice nasadili v različnih gostotah in spremljali število celic vsak dan (slika 6). 
Opazili smo, da v prvih 24-ih urah od nasajanja ni očitnega porasta v številu celic, ta se pojavi 
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Slika 6: Rast mikroglijskih celic. Celice smo nasadili v 12-jamično ploščo v koncentracijah (A) 3x104, (B) 5x104, 
(C) 7x104 celic/jamico, nato pa jih vsakih 24 ur prešteli na hemocitometru. Prikazano je povprečje treh tehničnih 
ponovitev. 
 
4.1.2 Diferenciacija nevronske celične linije 
 
Celice CAD so ob prisotnosti retinojske kisline sposobne diferenciacije. Da smo to lahko 
spremljali, smo izbrali dva diferenciacijska označevalca (Lamin B in GAP-43) s povečanim 
izražanjem tekom procesa diferenciacije. Prisotnost obeh označevalcev smo preverjali s 
prenosom western. Kot interno kontrolo za tehniko smo izbrali GADPH, ki nam je tudi 
omogočal normalizacijo vrednosti obeh diferenciacijskih označevalcev glede na gostoto celic 
(slika 7) oziroma količino nanosa. 
 
Slika 7: Izražanje diferenciacijskih označevalcev s prenosom western. Nevronsko linijo CAD smo izpostavili 
pogojem za diferenciacijo ter s prenosom western spremljali izražanje označevalcev Lamin B, GAP-43 in 
GAPDH, ki služi kot interna kontrola.   
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Slika 8: Izražanje dveh diferenciacijskih označevalcev v času petih dni diferenciacije nevronskih celic CAD: A)  
faktor Lamin B, B) GAP-43. Prikazane so vrednosti, normalizirane na kontrolo nanosa (GAPDH) 
 
S prenosom western smo pokazali, da izražanje diferenciacijskih označevalcev narašča s 
časom, kar nakazuje, da je celična linija CAD sposobna diferenciacije. 48 ur po začetku 
diferenciacije smo opazili, da prihaja do očitnega večanja izražanja obeh diferenciacijskih 
označevalcev, ki doseže plato četrti dan, kar nakazuje, da so celice dosegle končno stopnjo 
diferenciacije.  
 
4.2 VPLIV DIREKTNE IZPOSTAVLJENOSTI NANODELCEM NA VIABILNOST  
 
Zanimalo nas je, ali nanodelci vplivajo na viabilnost celic, če so jim te direktno izpostavljene. 
To smo naredili tako, da smo vse tri tipe nanodelcev (PAA, MGH in P24) celicam dodajali 
direktno v rastni medij in jih tako inkubirali preko noči. Po končani inkubaciji smo celice 
barvali z dvema tipoma barvil, in sicer: Hoechst 33342 (Life Technologies, CA, ZDA), s 
pomočjo katerega smo določali celokupno število celic in s propidijevim jodidom, ki ob kratki 
inkubaciji vstopa le v mrtve celice (Sigma-Aldrich). Celice smo prešteli s programom 
CellCounter (Lojk in sod., 2015). Iz razmerja preštetih celic v negativni kontroli smo lahko 
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4.2.1 Viabilnost mikroglijskih celic 
 
 
Slika 9: Viabilnost mišjih mikroglijskih celic po 24-urni inkubaciji z naraščajočo koncentracijo nanodelcev. 
A) biomedicinski (PAA), B) maghemitni nanodelci (MGH) in C) titanijev oksid (P25). Prikazana so 
povprečja treh tehničnih ponovitev 
 
 
Slika 10: Vabilnost in morfologija mišjih mikroglijskih celic ob naraščajoči koncentraciji maghemitskih 
nanodelcev (MGH). Modro označene celice so bile barvane z barvilom Hoechst 33342,  rdeče pa s propidijevim 
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Slika 11: Viabilnost in morfologija mišjih mikroglijskih celic ob naraščajoči koncentraciji biofarmacevtskih 
nanodelcev (PAA). Modro označene celice so bile barvane z barvilom Hoechst 33342, rdeče pa s propidijevim 
jodidom. Velikost merilca je 50 µm 
 
 
Slika 12: Viabilnost in morfologija mišjih mikroglijskih celic ob naraščajoči koncentraciji titanijevih nanodelcev 
TIO2 (P25). Modro označene celice so bile barvane z barvilom Hoechst 33342, rdeče pa s propidijevim jodidom. 
Velikost merilca je 50 µm 
 
Rezultati nakazujejo, da pri nobenem tipu in koncentraciji nanodelcev ne pride do upada števila 
celic glede na netretirane celice. Pri maghemitskih nanodelcih smo opazili trend višanja števila 
celic, ki so bile tretirane z nanodelci. 
 
Za boljšo predstavo o izgledu celic smo te slikali v optičnem polju, nato s filtrom za barvilo 
Hoechst 33342 in nazadnje še s filtrom za propidijev jodid. Tako pridobljene slike smo označili 
(modro barvilo – Hoechst in rdeče – propidijev jodid) in jih prekrili s pomočjo programa 
ImageJ.   
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4.2.2 Vpliv nanodelcev na viabilnost nevronske celične linije CAD 
 
 
Slika 13: Viabilnost mišjih nevronskih celic CAD po 48-urni inkubaciji z naraščajočo koncentracijo nanodelcev 
A) biomedicinski (PAA), B) maghemitni nanodelci (MGH) in C) titanijev oksid (P25). Prikazane so povprečne 
vrednosti treh tehničnih ponovitev 
 
 
Slika 14: Viabilnost in morfologija nevronskih celic CAD z naraščajočo koncentracijo maghemitskih nanodelcev 
(MGH). Modro označene celice so barvane z barvilom Hoechst 33342, rdeče pa s propidijevim jodidom. Velikost 
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Slika 15: Viabilnost in morfologija nevronskih celic CAD z naraščajočo koncentracijo biomedicinskih delcev 
(PAA). Modro označene celice so barvane z barvilom Hoechst 33342, rdeče pa s propidijevim jodidom. Velikost 
merilca je 100 µm 
 
 
Slika 16: Viabilnost in morfologija nevronskih celic CAD z naraščajočo koncentracijo titanijevih nanodelcev TiO2 
(P25). Modro označene celice so barvane z barvilom Hoechst 33342, rdeče pa z propidijevim jodidom. Velikost 
merilca 100 µm 
 
Tudi pri celični liniji CAD smo preverjali direkten vpliv na viabilnost celic. Diferenciirane 
celice smo inkubirali s tremi tipi ND (PAA, MGH in P25), potem pa je sledil enak postopek 
barvanja celic kot pri MG celični liniji. Tudi pri celicah CAD ni bilo vidnega upada števila 
celic, v primerjavi z netretiranimi celicami, pri nobenem tipu in koncentraciji nanodelcev (slike 
14–16).  Opazili smo rahel trend povečanja števila celic v jamicah, ki so bile inkubirane z 




Babič L. Toksičnost nanodelcev za mišje mikroglia celice v razmerah in vitro.  




4.3 INTERNALIZACIJA NANODELCEV  
 
Pri preučevanju citotoksičnosti nanodelcev na celice je pomembno, ali so celice sposobne 
internalizacije nanodelcev. Da bi spremljali internalizacijo nanodelcev, smo obe celični liniji 
(CAD in mikroglijske celice) inkubirali z nanodelci v koncentraciji 25 µg/ml, nato pa jih 
vizualizirali pod presevnim elektronskim mikroskopom. Zanimalo nas je, kje se nanodelc 
nahajajo, in ali prihaja do tvorbe celičnih organelov, ki se pojavljajo med celično presnovo 
(npr.: endosom, lizosom itd.). 
 




Slika 17: Internalizacija treh tipov nanodelcev v mikroglijskih celicah 
 
Pri pregledu mrežic z mikroglijskimi celicami pod elektronskim mikroskopom smo opazili, da 
vsebujejo številne vezikle endosomalno-lizosomske poti, kar je tudi pričakovano, saj gre za 
celice, sposobne fagocitoze. Kot je prikazano na sliki 17, smo lahko v različnih tipih veziklov 
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4.3.2 V nevronskih celicah CAD najdemo manj nanodelcev kot v mikroglijskih celicah 
 
 
Slika 18: Internalizacija treh tipov nanodelcev v nevronskih celicah 
 
Kot pri celični liniji mikroglijskih celic smo tudi pri nevronski celični liniji lahko opazili 
internalizacijo nanodelcev, vendar je bila manj očitna kot pri mikroglijski celični liniji. Opazili 
smo tudi manjše število celičnih organelov oziroma veziklov v primerjavi z mikroglijsko 
celično linijo, kar ni presenetljivo, saj nevronov ne uvrščamo med obrambne celice, ki bi s 
pomočjo fagocitoze pomagali pri obrambi pred tujki.  
S pomočjo elektronskega mikroskopa smo opazovali internalizacijo nanodelcev v mikroglijsko 
in nevronsko celično linijo. Ugotovili smo, da pride do internalizacije nanodelcev vseh treh 
tipov v obe celični liniji, vendar je internalizacija v mikroglijskih celicah, ki so poklicni 
fagociti, bolj očitna.  
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4.4 DETEKCIJA SPROŠČANJA SIGNALNIH MOLEKUL 
 
Predpostavili smo, da bi se mikroglijske celice kot celice imunskega sistema ob kontaktu z 
nanodelci nanje odzvale tudi s sproščanjem različnih signalnih molekul. Izločene molekule pa 
bi lahko vplivale na viabilnost in delovanje nevronskih celic. Zato smo si izbrali dva tipa 
molekul, ki vplivajo na delovanje celic. Prvi tip so citokini, spadajo v skupino signalnih 
proteinov, ki se sproščajo pri vnetnih stanjih tkiv. Druga skupina pa so reaktivne kisikove 
spojine, katere ob znatnem povišanju povzročajo nenadzorovane reakcije v celicah. 
 
4.4.1 Detekcija sproščanja citokinov pri mikroglijskih celicah 
 
Za detekcijo sproščanja treh tipov citokinov IL-6, Il-1β in TNF-ɑ smo se poslužili 
imunoadsorbcijske metode ELISA. Mikroglijsko celično linijo smo inkubirali z nanodelci, kot 
pozitivno kontrolo smo izbrali SiO2 ND. Po končani inkubaciji smo celice centrifugirali, 
odpipetirali supernatant in tega analizirali. 
 
Slika 19: Citokinski odziv IL-6 (A), IL-1β (B) in TNFα (C) mikroglijskih celic na nanodelce različnih 
koncentracij. Mikroglijske celice smo najprej bodisi stimulirali z LPS (da sprožimo izražanje pro-IL-1β, B) ali pa 
brez predhodne stimulacije preko noči izpostavili nanodelcem naraščajoče koncentracije in določili koncentracijo 
citokinov s testom ELISA 
 
Z merjenjem koncentracije izločenih citokinov v celičnem supernatantu smo ugotovili, da 
nanodelci ne spodbudijo izločanja citokinov IL-6 (slika 19A) in IL-1β (Slika 19B). V primeru 
citokina TNF-α smo opazili blag odziv pri nanodelcih PAA ob sicer precejšnjem standardnem 
odklonu. Glede na pozitivne kontrole lahko sklepamo, da testirani nanodelci niso stimulirali 
močnega izločanja citokinov iz celic mikroglije 
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4.4.2 Detekcija sproščanja reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) 
 
Zanimalo nas je, ali nanodelci v celicah mikroglije sprožijo nastanek reaktivnih kisikovih 
zvrsti. Mikroglijske celice smo inkubirali s tremi tipi nanodelcev (PAA, P25 in MGH) v treh 
koncentracijah (2, 10 in 25 µg/ml). Po končani inkubaciji smo celicam dodali reagent CM-
H2DCFDA, ki nam je omogočal zaznavanje ROS. Po opravljeni meritvi smo celice naknadno 
barvali z barvilom Hoechst 33342 (Life Technologies, CA, USA), za normalizacijo dobljenega 
signala glede na količino celic v jamici.  
 
Slika 20: Tvorba reaktivnih kisikovih zvrsti ob dodatku A) biomedicinskih delcev (PAA), B) titanijevih 
nanodelcev (P25) in C) maghemitskih nanodelcev (MGH). Pozitivna kontrola je bil H2O2 (končna koncentracija 
v mediju je bila 1mM). Vrednosti na grafih so povprečja združeniih podatkov  treh tehničnih ponovitev 
 
Graf A (slika 20) prikazuje nastanek ROS, ko so bile celice izpostavljene PAA nanodelcem, 
graf B prikazuje sproščanje ROS ob tretmaju celic s P25 nanodelci in graf C prikazuje odziv 
celic pri izpostavitvi maghemitskim nanodelcem. Za pozitivno kontrolo smo celicam dodajali 
vodikov peroksid. Pri nobenem tipu nanodelcev nismo opazili signifikantnega povišanja 
sproščenih ROS napram negativni kontroli (netretiranim celicam).  
 
4.5 VZPOSTAVITEV SISTEMA KOKULTURE NEVRONI-CELICE MIKROGLIJE ZA   
SPREMLJANJE PARAKRINEGA DELOVANJA NANODELCEV 
 
Naši dosedanji rezultati nakazujejo, da v fiziološko relevantnih koncentracijah raziskovani 
biomedicinski, kozmetični in okoljski nanodelci niso povzročili merljive citotoksičnosti niti 
niso spodbudili močnega citokinskega odziva in oksidativnega stresa, čeprav jih MG celice 
učinkovito internalizirajo. Kljub temu smo želeli vzpostaviti sistem kokulture, ki bi se bolj 
približal stanju in vivo kot posamezni celični modeli. Do morebitnih poškodb nevronskih celic  
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lahko namreč pride tudi posredno, preko signalnih molekul, ki jih izločajo z nanodelci 
aktivirane celice mikroglije. Tako smo vzpostavili sistem kokulture, v katerem smo v skupnem 
gojišču gojili nevrone in celice mikroglije, pri čemer liniji med seboj nista imeli direktnega 
stika. MG celice smo inkubirali z ND v nastavkih, ki so se vstavili v jamice z diferenciiranimi 
celicami CAD. MG celice smo inkubirali z ND in gledali vpliv prehoda molekul od ene celične 
linije do druge. Premer por nastavkov je bil 0,4 µm, kar je omogočalo prehod molekulam, ne 
pa celicam in v veliki meri nanodelcem. Po 24-urni inkubaciji smo odstranili nastavke z MG 
celicami, celice CAD inkubirali preko noči in jih nato barvali po enakem postopku kot pri testih 
viabilnosti z direktno izpostavitvijo nanodelcem. 
 
 
Slika 21: Viabilnost celične linije CAD ob inkubaciji z mikroglijskimi celicami, ki so bile tretirane z ND. NkNk: 
celice CAD, NK: celice CAD, ki so bile inkubirane z netretiranimi mikroglijskimi celicami, PAA: celice CAD 
inkubirane z mikroglijskimi celicami, ki so bile inkubirane z PAA ND, P25: celice CAD inkubirane z 
mikroglijskimi celicemi, ki so bile inkubirane s P25 nanodelci in MGH: celice CAD, ki so bile inkubirane z 
mikroglijskimi celicami, ki so bile tretirane z maghemitskimi ND. Prikazana so povprečja štirih tehničnih 
ponovitev. 
 
Odločili smo se za dve kontroli, prva kontrola so same celice CAD (NK NK), pri drugi kontroli 
pa smo v inserte nacepili MG celice, da bi spremljali vpliv na nevrone brez izpostavitve 
nanodelcem. V ostale inserte smo dodali MG celice s tremi tipi nanodelcev. Glede na negativno 
kontrolo oz. obe negativni kontroli ni bilo opaznega upada števila celic. V primeru, kjer so bile 
celice CAD inkubirane z MG celicami, smo opazili rahel porast, podobno tudi kadar so bili 
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V magistrski nalogi nas je zanimal vpliv nanodelcev na celični liniji, ki izhajata iz možganov. 
Vzpostavili smo sisteme za spremljanje direktnega učinka nanodelcev na preživetje celic, 
sposobnost internalizacije nanodelcev ter aktivacijo vnetnih citokinov in oksidativnega stresa. 
Vzpostavili smo tudi sistem kokulture, kjer smo nevronske in mikroglijske celice gojili v 
skupnem mediju, med celicami pa ni bilo direktnega stika. Ta sistem nam je omogočil 
spremljanje posrednega vpliva aktivacije mikroglijske celične linije na nevronske celice.  
 
5.1 CELIČNA MODELA MIKROGLIJSKIH IN NEVRONSKIH CELIC 
 
V enostavnem  celičnem modelu, smo imeli dve celični liniji, ki sta nam omogočali opazovanje 
interakcij med možganskimi celicami in ND kot tudi celično komunikacijo med celicami 
samimi. 
 
5.1.1 Mikroglijske celice 
 
Izbrali smo imortalizirano celično linijo mišjih mikroglijskih celic, saj celice mikroglije v 
možganih ob aktivaciji delujejo kot makrofagi (Augusto-Oliverira in sod., 2019). Te so v 
celičnem modelu predstavljale del imunskega sistema možganov, ki se odziva na vdor tujkov, 
katere predstavljajo tudi ND. Da smo se spoznali s celično linijo smo spremljali rast celic v 
času štirih dni.  Opazili smo, da se celice 24 ur po nasajanju ne delijo, kar lahko pripisujemo 
dejstvu, da se pritrjujejo na podlago, saj se po 48 ur od nasajanja rast eksponentno viša (slika 
6). Po 48-ih urah je vidna tudi prisotnost plavajočih celic. Z zbranimi rezultati smo lahko si 
lahko pomagali pri načrtovanju nadaljnjih poskusov in zagotavljanjem ustreznosti celične 
linije. 
 
5.1.2 Nevronske celice 
 
Druga celična linija je nevronska linija CAD. Gre za kateholaminergično nevronsko celično 
linijo, za katero je značilno, da je sposobna diferenciacije (Qi in sod., 1997).  Diferenciacijo 
smo sprožili z dodajanem retinojske kisline v gojišče. Retinojska kislina je metabolit vitamina 
A, za katero je značilno, da je eden ključnih faktorjev v embrionalnem razvoju, in vitro pa je 
vpletena v proces preklopa različnih celic iz stanja proliferacije v stanje diferenciacije (Chuang 
in sod., 2015). Za dokazovanje diferenciacije celic smo si izbrali dva diferenciacijska faktorja. 
Prvi je Lamin B, ki je eden izmed faktorjev razvoja in diferenciacije nevronskih celic pri 
sesalcih (Jung in sod., 2013), kot tudi GAP-43, ki je vpleten v razvoj nevronskih celic in vpliva 
na plastičnost sinaptičnih membran (Latchney in sod., 2014).  
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Predvidevali smo, da se ob vidni morfološki diferenciaciji povečuje koncentracija obeh rastnih 
faktorjev, kar smo dokazali tudi z metodo prenosa western. Opazna je bila detekcija obeh 
diferenciacijskih faktorjev in njun porast ob vsakem naslednjem dnevu diferenciacije (slika 7, 
slika 8). S tem smo dokazali, da se celice ob prisotnosti retinojske kisline v mediju 
diferenciirajo, kar je pomembno saj so bile le diferenciirane celice ustrezne za tovrstne poskuse.  
 
5.2 PREŽIVETJE CELIC V KONTAKTU Z NANODELCI IN SPOSOBNOST 
PRIVZEMANJA 
 
Za proučevanje odziva celic na prisotnost ND smo izbrali tri tipe ND z različnimi fizikalno 
kemijskimi lastnostmi. Prvi tip nanodelcev so bili nanodelci PAA, ti so po sestavi kobalt feritni 
(CoFe2O4), in bi se lahko uporabljali v farmacevtske namene zaradi dolgotrajne stabilnosti in 
nizke reaktivnosti s celicami (Bregar in sod., 2013). Drug tip nanodelcev so bili maghemitski, 
ki so ponazarjali okoljske nanodelce in bi  zaradi svojih fizikalno kemijskih lastnosti lahko 
sprožali različne celične odzive, ki bi bili potencialno škodljivi (Blanc-Beguin in sod., 2009). 
Maghemit spada med železove okside. Ti se pojavljajo v več različnih kristalnih strukturah, 
kot je npr. magnetit (Fe3O4), maghemit (γ-Fe2O3) in hematit (α-Fe2O3) (Faisa in sod., 2018). 
Tretji tip ND pa so TiO2 oz. titanijevi ND, katere se pogosto uporablja v živilski in kozmetični 
industriji, kar pa tudi pomeni, da je večja verjetnost kontakta s tovrstnimi nanodelci. 
 
5.2.1 Vpliv na viabilnost celic ob direktni izpostavitvi nanodelcem  
 
Direkten vpliv na viabilnost celic ob kratkotrajni izpostavitvi ND smo spremljali z dodajanjem 
vseh treh tipov ND v medij in inkubirali 24 ur. Pri obeh celičnih linijah ni bilo vidnega upada 
števila živih celic pri najvišji koncentraciji (25µg/ml)  ali tipu nanodelcev. Pri mikroglijskih 
celicah bi trend rahlo povišane proliferacije lahko povezali s potencialnim sproščanjem 
signalnih molekul (slika 9) (Wang in sod., 2011). Pri nevronski liniji pa je možno, da prihaja 
do proliferacije celic, ki niso šle skozi proces diferenciacije, ali da nevronske celice ne 
privzemajo ND iz okolja v enakem obsegu kot mikroglijske celice, ki spadajo med fagocitne 
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5.2.2 Privzem nanodelcev 
 
Sposobnost internalizacije nanodelcev pri obeh celičnih linijah smo pregledali pod presevnim 
elektronskim mikroskopom. Pri mikroglijskih celicah smo opazili internalizacijo vseh tipov 
nanodelcev, kar je bilo pričakovano, saj so mikrogiljske celice fagociti, katerih naloga v 
možganih je odstranjevanje tujkov, ki bi lahko škodovali drugim celicam (Gustafson in sod., 
2015). Hkrati so se nanodelci zadrževali v veziklih (ni bilo prostih nanodelcev v citosolu) in 
opaženi so bili membranski uvihki, značilni za kalveolinsko in klatrinsko endocitozo (slika 17). 
Pri celični liniji CAD je bilo veziklov, povezanih z internalizcijo ND, znatno manj, kar je bilo 
po pričakovanjih, saj nevronske celice niso fagocitne celice in je zato privzem ND manjši (slika 
18). 
 
5.3 ODZIV CELIC NA NANODELCE S SPROŠČANJEM CITOKINOV IN REAKTIVNIH 
KISIKOVIH SPOJIN 
 
Zaradi opažene intenzivne internalizacije nanodelcev s strani mikroglijskih celic, smo se 
odločili, da bomo preverili ali ta linija ob stimulaciji z nanodelci izloča signalne molekule, kot 
so citokini. Glede na obstoječo literaturo, smo se odločili, da bomo preverili izločanje treh tipov 
citokinov, ki so značilni za vnetne odzive, in sicer IL-1β, TNF-ɑ in IL-6. Ti vplivajo tako na 
sosednje celice, kot tudi na celice, oddaljene od izvorne, kar pomeni, da lahko vplivajo na 
viabilnost nevronskih celic. Poleg tega pa se citokini pojavljajo pri mnogih bolezenskih stanjih 
in lahko vplivajo na razvoj in potek različnih nevrodegenerativnih bolezni (Kim in Joh, 2006; 
Vezzani in Viviani, 2015). Za detekcijo teh smo se poslužili encimske imunoadsorpcijske 
preiskave (ELISA), s katero smo opazili trend koncentracijsko odvisnega sproščanja TNF-ɑ le 
pri delcih PAA. TNF-ɑ je citokin, ki se pojavi med prvimi pri vnetnih odzivih in z višanjem 
koncentracije pomaga k sproščanju še več drugih tipov citokinov (Elsabahy in sod., 2013). Za 
druga dva iskana citokina pa ni bilo vidnega odziva, razen pri citokinu Il-1β ob dodatku 
nanodelcev P25 v zelo visoki koncentraciji (200µg/ml), kakršno pa bi v fiziološkem pogojih 
težko dosegli (slika 19). 
Ker celice komunicirajo preko različnih signalnih molekul kot so tudi ROS (Popa-Wagner in 
sod., 2013) smo preverili, če nanodelci v mikrogljiskih celicah povzročijo oksidativni stres. 
Nenadzorovano povišanje reaktivnih kisikovih spojin v možganih je posebno nevarno zaradi 
številnih »tarč« oksidacije.  Pogosto omenjena šibka točka je lipidna peroksidacija mielinskih 
ovojnic nevronov, vendar ROS lahko vplivajo tudi na mitohondrije in s tem na produkcijo ATP, 
na nivo glukoze, avto oksidacijo nevrotransmitorjev in oksidacijo molekul RNA (Cobley, 
Fiorello in Bailey, 2018). Pomemben dejavnik, ki omogoča uspešen prenos ROS je visoka 
koncentracija kovin v možganih, te so v možganih prisotne, zaradi visokih energetskih potreb 
organa (Popa-Wagner in sod., 2013).  
45 
Babič L. Toksičnost nanodelcev za mišje mikroglia celice v razmerah in vitro.  




Prisotnost kovin, ki sodelujejo v redoks reakcijah v možganih (Fe2+, Cu+) in katalizirajo 
reakcije je potrebna zaradi prenosa kisika, poleg tega pa so kovine pogosto katalitično mesto v 
encimih (Chen in sod., 2016). Vendar pa je potrebno vzeti v zakup, da se ob povišanju ROS 
Fe2+ ioni (ali drugi kovinski ioni) lahko vežejo s prostimi kisikovimi in dušikovimi spojinami 
v organskih molekulah, kar lahko v nadalje vodi v nenadzorovane reakcije, kot je npr.: 
Fentonova reakcija. (Dayem in sod., 2017). Ob tretiranju mikroglijskih celic z nanodelci pri 
nobenem od treh tipov nanodelcev nismo opazili signifikantnega sproščanja ROS (slika 20). 
Na tem mestu lahko delno potrdimo prvo hipotezo te magistrske naloge, ki pravi da bodo 
izbrani nanodelci vplivali na izločanje citokinskih molekul in reaktivnih kisikovih spojin pri 
mišjih mikroglijskih celicah, saj smo lahko detektirali blaga povišanja sproščanja signalnih 
molekul, tako pri merjenju sproščenih reaktivnih kisikovih spojin kot zaznavanju citokinskega 
odziva (povišane vrednosti za TNF-ɑ citokin), ob inkubaciji mikroglijskih celic z nanodelci. 
 
5.4 POSREDNI VPLIV NANODELCEV NA CELICE 
 
Poleg direktnega vpliva na celično viabilnost pa ND lahko nanjo vplivajo tudi posredno, ker 
lahko ND izzovejo sproščajo različnih signalnh molekule, kot so ROS, NO, citokini itd. (Xue 
in Sun, 2012; Hsiao in sod., 2016). 
Za opazovanje posrednega vpliva nanodelcev preko prenosa molekul iz ene celične linije na 
drugo smo celice nasadili v nastavke s premerom por 0,4µm, kar je omogočalo difuzijo 
molekul, ne pa celic in večini nanodelcev. Po 24-urni inkubaciji mikroglijskih celic z dodanimi 
nanodelci smo odstranili nastavke z mikroglijskimi celicami, inkubirali celice CAD še 24 ur in 
nato izmerili odstotek viabilnosti. Opazili smo, da enako kot pri pregledu viabilnosti z 
direktnim dodajanjem nanodelcev v medij, tudi tukaj ne pride do upada viabilnosti nevronskih 
celic (slika 21). Zopet pa je bil opažen trend povišanja števila celic pri tistih jamicah, kjer so 
bile celice CAD inkubirane z MG celicami in nanodelci, vendar pa se pojavi povišano število 
celic tudi pri jamicah, kjer so bile celice CAD inkubirane z netretiranimi mikroglijskimi 
celicami, kar bi lahko nakazovalo na celično komunikacijo, neodvisno od nanodelcev. Vendar 
ker ni prišlo do upada viabilnosti nevronov, ki niso imeli direktnega stika z nanodelci, lahko 
ovržemo drugo postavljeno hipotezo. 
Iz zbranih rezultatov lahko pridemo do zaključka, da smo z enostavnim in vitro modelom 
delovanja možganskih celic preverjali učinke kratkotrajne inkubacije nanodelcev z 
možganskimi celicami in morebitne posledice na celice. Z nizkimi koncentracijami nanodelcev 
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V obsegu magistrske naloge smo spremljali različne odzive celic dveh možganskih celičnih 
linij ob direktni izpostavljenosti trem tipom ND prišli do naslednjih sklepov:  
 Nanodelci PAA, P25 in MGH ne vplivajo na viabilnost celičnih linij MG in CAD pri 
24-urni inkubaciji v koncentracijah 2, 10 in 25µg/ml. 
 Obe opazovani celični liniji sta sposobni internalizacije vseh izbranih ND. 
 Izbrani nanodelci v izbranih koncentracijah koncentracijah ne izzovejo citokinskega 
odziva pri mikroglijskih celicah za citokine Il-6, Il-1β in TNF-ɑ. 
 Vsi trije tipi nanodelcev niso sprožali sproščanja ROS v mikroglijskih celicah. 
 Nanodelci PAA, P25 in MGH ob inkubaciji z mikroglijskimi celicami v nastavkih z 
membrano, prepustno za prehod molekul, ne vplivajo na viabilnost nevronske linije 
CAD. 
Ugotovili smo, da izbrani ND v danih pogojih niso citotoksični za obe celični liniji, vendar pa 
prihaja do privzema ND v celice. Vzpostavili smo enostaven celični model, na katerem so 
mogoče nadaljnje raziskave v tej smeri. 
 
Za nadaljevanje raziskav v področju magistrske naloge, bi lahko naredili  pregled delovanja 
nanodelcev ob daljših izpostavitvah na celični liniji in bi lahko za globlje razumevanje 
opazovali vpliv inkubacije, daljše od 24 ur, in preverjali prisotnost drugih signalnih molekul 
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Zaradi prisotnosti ND v vsakdanjem življenju se poleg njihovih pozitivnih lastnosti porajajo 
vprašanja o njihovih morebitnih negativnih učinkih na organizem. Posebno pozornost bi morali 
posvetiti tistim nanodelcem, ki se lahko prebijejo do možganov bodisi preko krvno možganske 
pregrade bodisi preko olfaktornih živcev, in se v možganih lahko kopičijo. Zaradi omejenega 
imunskega odziva in nesposobnosti odstranjevanja tujkov so ti v možganih posebno 
problematični zaradi sprožanja nekontroliranih reakcij in s tem sproščanja reaktivnih kisikovih 
spojin ali pa prekomernega odziva celic s sproščanjem signalnih molekul, kot so citokini. Za 
študij smo izbrali tri tipe nanodelcev (ND): maghemitski (MGH) kot model za okoljske 
nanodelce, kobalt-feritni (PAA) kot model za medicinske nanodelce in titanijevi nanodelci 
(P25), ki se uporabljajo v kozmetiki. 
 
Naredili smo različne teste citotoksičnosti nanodelcev na dve celični liniji, prva je bila linija 
mišjih mikroglijskih celic (MG), ki so v našem poenostavljenem in vitro modelu prestavljale 
naravni imunski sistem, in nevronska celična linija CAD. Pri nobeni liniji nismo zaznali 
zmanjšanja viabilnosti ob direktni izpostavitvi, čeprav je pri obeh linijah prišlo do 
internalizacije nanodelcev, kar smo opazovali pod presevnim elektronskim mikroskopom. 
Na molekularnem nivoju nas je zanimalo, če prihaja do sproščanja ROS pri MG celični liniji, 
kjer smo ugotovili, da pri tako nizkih koncentracijah nanodelcev in kratkotrajni inkubaciji ne 
prihaja do očitnega sproščanja ROS. Z metodo ELISA pa smo naredili pregled detekcije treh 
tipov citokinov, IL-1β, IL-6 in TNF-ɑ, ki se pojavljajo pri vnetnih odzivih in bi lahko vplivali 
na viabilnost in funkcionalnost celic, pri čemer smo lahko potrdili le rahlo sproščanje citokina 
TNF-ɑ. 
Vzpostavili smo tudi sistem kokulture nevron-mikroglija. S tem sistemom smo spremljali 
posreden vpliv na viabilnost nevronske linije CAD preko prenosa signalnih molekul, ki jih ob 
aktivaciji z  nanodelci lahko sprosti MG linija. Pri tem smo opazili, da nanodelci nimajo vpliva 
na viabilnost celic ob 24-urni inkubaciji. 
 
Večjih učinkov nanodelcev v fiziološko dosegljivih koncentracijah na celični liniji nismo 
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